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Uber das Porphyratin aus Hefe und Pflanzensamen. 


(Fortsetzung der Untersuchung.}) 
Von 


0. Schumm. 


——- 


(Aus dem Physiologisch-Chemischen Institut der Hamburgischen Universitat, Eppendorfer 
Krankenhaus.) 


(Der Redaktion zugegangen am 4. Februar 1926.) 


Keilins”) Entdeckung, daB in Hefe und héheren Pflanzen 
ein von ihm als Cytochrom bezeichneter Stoff enthalten ist, der 
etwa dasselbe Absorptionsspektrum gibt wie Mac Munns Myo- 
himatin*), ist von mir in zahlreichen Versuchen bestitigt 
worden. Keilin‘) setzt Cytochrom gleich Myohimatin. 

Aus dem Cytochrom der Hefe la8t sich ein Bestandteil 
abtrennen, der sich bei verschiedenen wichtigen spektro- 
chemischen Reaktionen ebenso verhilt wie das Myochromogen ®) 
aus tierischem Muskel. Ob beide auch in ihrem chemischen 
Bau ganz iibereinstimmen, ist noch nicht entschieden.*) 





1) Vgl. die vorhergehenden Abhandlungen, besonders: Uber das 
Cytochrom, Diese Zs. Bd. 152, S. 147 (1926). 

*) D. Keilin, On Cytochrome, A Respiratory Pigment, Common 
to Animals, Yeast, and Higher Plants. Proceeding of the Royal Society, 
B, Vol. 98, 1925. 

8) C. A. Mace Munn, Jl. of Physiol., Vol. 8, S. 57 (1887). 

*) A. a. O. 

5) 0. Schumm, Uber den Muskelfarbstoff und Mac Munns Myo- 
himatin, Diese Zs. Bd. 149, S. 116 (1925); ferner II. Mitteilung iiber den 
Muskelfarbstoff, Diese Zs. Bd. 152, S. 55 (1926). 

*) Das aus tierischem Muskel dargestellte rohe Myochromogen hat 
ihnliche Eigenschaften wie Hoppe-Seylers Hiimochromogen. Myo- 
chromogen und Himochromogen kénnen in einer Lisung nebeneinander 
bestehen. 


Hoppe-Seyler’s Zeitschrift f, physiol. Chemie, CLIV. 12 
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Anson und Mirsky!) glauben, daB der erwihnte Be. 
standteil des Cytochroms die Eisen—Pyrrolgruppe von Hoppe- 
Seylers Haimochromogen enthiilt, die sie ,haem“ nennen. Ihre 
Annahme griindet sich aut die spektrometrische Untersuchung 
von Pyridinausziigen. Versuche zur Isolierung des _ ,,haem‘ 
sind von Anson und Mirsky nicht beschrieben worden. 

Nach meinen Untersuchungen entsteht aus dem pflanzlichen 
Cytochrom bei der Spaltung mit Eisessig wirklich ein Por- 
phyratin*), das in seinen bislang festgestellten Eigenschaften 
weitgehende Ahnlichkeit mit @-Hamatin aufweist. Wenngleich 
die Untersuchungen nur an den rohen Farbstoffpriparaten haben 
ausgefiihrt werden kénnen, so liBt sich doch jetzt schon sagen, 
daB das vorliegende Porphyratin dem Hiaimatin aus Blut in 
seiner chemischen Zusammensetzung mindestens sehr nahe 
stehen muf. An diesem aus cytochromhaltigem, pflanzlichen 
Material gewonnenen Porphyratin waren bisher folgende Haupt- 
merkmale festgestellt worden: 

1. Es gibt die Pyridin—Himochromogenreaktion.*) 

2. Es gibt auch noch nach dem Kochen oder langem Er- 
hitzen mit EKisessig sehr stark die Benzidin-Reaktion (mit 
Benzidinlésung und Wasserstoffperoxyd).‘) 

3. Es gibt bei der Behandlung mit Hydrazinhydrat und 
Kisessig®) bei 15° ein Porphyrin, das unter den bislang ge- 
nauer untersuchten Porphyrinen am nachsten mit «-Porpby- 
roidin*) (Himaterindicarbonsiure’) iibereinstimmt. Das ent- 


) Anson u. Mirsky, On Haem in Nature, Jl. of Physiol. Bd. 60, 
Nr. 3 (1925). 

*) O. Schumm, Uber ,,Hiimochromogenreaktionen“ an Hefe und 
Pflanzensamen, Oxydasereaktionen und Blutnachweis, Diese Zs. Bd. 150, 
S. 276 (1925); ferner: Uber Cytochrom usw., Diese Zs. Bd. 152, S. 147 
(1926). 

8) A. a. O. Bd. 152, S. 147 (1926). 

4) A. a. O. Bd. 150, S. 276 (1926). 

5) A.a. O. Bd. 152, S. 147 (1926). 

®) O. Schumm, Uber Porphyrinbildung aus Blutfarbstoff, II. Mit- 
teilung, Diese Zs. Bd. 139, S. 237 (1924). 

) A. Papendieck, Uber Porphyrine aus Blutfarbstoff, Diese Zs. 
Bd. 144, 8. 60 (1925); ferner: Bd. 150, S. 261 (1925). 
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standene Porphyrin gibt bei der Kisenung nach Zaleski’) 
ein Fe-Porphyratin *), das die Pyridin—Haimochromogenspektral- 
reaktion ebenso gibt wie «-Himatin. 

Bei der Fortsetzung der Untersuchung habe ich die Ver- 
suche an Hefe wiederholt und erweitert und sie dann auf 
Hafer (Haferflocken und ganze Samen), Mandeln, Kakaobohnen, 
Malz, Weizen und Roggen ausgedehnt. 

Zur Abscheidung des Porphyratins habe ich bei Hefe 
vorwiegend die Kisessig—Chloroformmethode*), daneben auch 
die iibrigen unten beschriebenen Verfahren benutzt, bei Hafer 
und Mandeln teils die Kisessig—Chloroform-, teils die Hisessig— 
Athermethode, bei Malz (aus Gerste), Weizen, Roggen und 
Kakaobohnen die Kisessig—Athermethode. — 


Anmerkung: In frischen etwa 8 g schweren Austern habe ich 
bei der Untersuchung nach der Pyridinmethode und anderen einen 
Porphyratingehalt von ahnlicher GréBe gefunden wie in der gleichen 
Gewichtsmenge frischer Brennereihefe; in vollkommen frischen 
Hiihnereiern lieB sich dagegen kein Porphyratin nachweisen. 


I. Das Porphyratin aus Brennereihefe. 


In allen Versuchen bestiatigte sich meine friihere Feststellung, 
da Brennereihefe neben Porphyratin freies Porphyrin nur 
in ganz untergeordneter Menge enthilt. Der Pyridinauszug 
gab nach Zusatz von wenig Hydrazinhydrat das Pyridin—Hiimo- 
chromogenspektrum etwa wie ¢-Himatin, auBerdem noch einen 
schwicheren Streifen auf ungefaihr pu 584 oder (585 oder 586). 
Der mit 2°/,iger wiBriger Kalilauge hergestellte Auszug 
frischer Hefe gab mit Hydrazinhydrat das Myochromogen- 
spektrum 4), nach Zusatz konzentrierter Cyannatriumlésung und 


") Zaleski, Diese Zs. Bd. 48, S. 11 (1904). 

*) Vgl. O. Schumm, Spektrochemische Untersuchungen an Porphy- 
rinen, Diese Zs. Bd. 152, S. 1 (1926); ferner O. Schumm, Uber Cytochrom, 
Diese Z. Bd. 152, S. 147 (1926). 

‘) O. Schumm, Uber Umwandlungsprodukte der Farbstoffe aus 
Fleisch und Blut, 5. Mitteilung, tiber Hiimochromogene und Hiimatine, 
Diese Zs. Bd. 147, S. 224 u. 231 (1925), ferner Bd. 149, S. 149 (1925) und 
Bd. 152, S. 1 (1926). 

*) Vgl. Bd. 150, S, 285 (1925). 

12* 
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notigenfalls noch etwas Hydrazinhydrat das Cyanmyochro- 
mogenspektrum'!); der Kaliauszug gab auch nach kurzem 
Kochen, Abkiihlen und Zusatz von etwas Hydrazinhydrat vicht 
das Himochromogen-, sondern das M yochromogenspektrum.? 

Die nach der EKisessig—Chloroformmethode *) gewonnene rohe 
Farbstofffraktion habe ich in verschiedener Weise zu reinigen 
versucht, entweder a) durch Lisen in Ather, Waschen, Aus- 
schiitteln mit sehr schwacher Kalilauge (dabei teils Ausflockung 
des Farbstofis, der abzentrifugiert wurde), oder b) durch Ver. 
diinnen mit Ather, Waschen und Verdampfen der Atherlésung, 
c) durch Lésen in wenig Eisessig, Aufnehmen mit viel Alkoho! 
und Verdampfen der Lésung, oder d) durch Verdiinnen mit 
Eisessig und EingieSen in viel Wasser, Abfiltrieren des ent- 
standenen Niederschlags, Uberfithren in Ather, Waschen und 
Verdampfen des Athers u. it. In verschiedenen Versuchen wurde 
die rohe Farbstofffraktion mit Petrolither aufgenommen und 
der Petrolatherauszug griindlich mit Wasser gewaschen. Hierbei 
blieb das Porphyratin im Petroliither und wurde daraus durch 
Verdampfen abgeschieden. 

Die so dargestellten Priiparate Hefeporphyratin wurden in 
den meisten Fallen zuletzt nochmals mit Ather (s. 0. unter ,.b” 
gereinigt. Sie enthielten stets noch lipoide Stoffe beigemengt. 
Dieses Rohporphyratin hat folgende Eigenschaften: 

1. Es gibt, in Eisessig gelést, das Spektrum des «-Hiima- 
tins, I. uu 646,0; Il. 546,0; IIL. angenahert 506,0.*) 

2. Es gibt sehr stark die Benzidinreaktion (mit Wasser- 
stoffperoxyd), desgleichen die Pyridin—Hamochromogenreaktion. | 


1) a. a. QO, Bd. 150. 

2) Vgl. Diese Zs. Bd. 150, S. 285 (1925). 

8) Frische Hefe wurde mit viel Eisessig gemischt, nach ungefili 
5 Stunden (oft erst nach 10—20 Stuuden) filtriert und der Auszug mit 
dem gleichen bis doppelten Vol. Chloroform gemischt. Der gewascheue 
Chloroformauszug hinterlieB beim Destillieren die oben als ,,rohe Farb: 
stofffraktion“ bezeichnete porphyratinreiche Masse. 

‘) a-Hiimatin, vergleichend gepriift, ergab I. 645 (bis 646); IT. 544,0; 
III. angeniihert 505 (bis 506); die Eisenkomplexverbindung des «-Por 
phyroidins (= Hiimaterinsiiure) ergab: I. 645,0; II. 544,0; III. an 
genihert 505,0. 
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Kocht man die Lésung des Rohporphyratins in Eisessig 
mit Ferroacetat, verdiinnt nach dem Erkalten mit Chloroform, 
wischt und verdampft die Chloroformlésung und priift den 
Riickstand nach dem Auflésen in Pyridin und Zusatz von 
wenig Hydrazinhydrat, so gibt er das Spektrum des Himo- 
chromogens genau so wie vorher (I. 557,5). Dasselbe ergibt 
ein Versuch, in dem man statt mit Hisenacetat mit Kupfer- 
acetat kocht. Das Ergebnis dieser Versuche ist nur so zu 
deuten, daB das Hefeporphyratin in der Tat eine Metall- 
komplexverbindung eines Porphyrins ist. 


3. Es gibt mit konzentrierter Schwefelsiiure verrieben 
allmahlich Porphyrin. Untersuchte ich die Loésung, sobald 
das Spektrum eben deutlich sichtbar war, so ergab sich als 
Ort der Hauptstreifen des Porphyrin—Saurespektrums in allen 
Versuchen nahe iibereinstimmend: Streifen I ungefaihr 598 
oder 599; Streifen III] 554 oder 555.1) — 

Zur spektrometrischen Untersuchung der stark gefiirbten Lésungen 
ist sehr starke Beleuchtung des Spektrometers notwendig. Benutzt man 
eine Nernstlampe und Kondensorlinse, so sind die Absorptionsstreifen 
deutlich genug sichtbar, schwiichere Lichtquellen, z. B. gewohnliche 
Osramlampen, geniigten nicht, um die Absorpticnsstreifen deutlich genug 
hervortreten zu lassen. 

Die angegebenen Werte stimmen ungefaihr zu denen von 
Hoppe-Seylers Schwefelsiure—Himatoporphyrin und Nenckis 
Himatoporphyrin, aber auch zu H. Fischers Uroporphyrin, 
weichen dagegen stark ab von den Werten fir Koproporphyrin, 
Himoporphyrin, Mesoporphyrin, Kopratoporphyrin und #-Phyllo- 
porphyrin.*) Uroporphyrin kann durch das Ergebnis der unter 
). (s. u.) mitgeteilten Versuche mit Sicherheit ausgeschlossen 
werden. 


4. Es gibt bei der Behandlung mit viel Bromwasserstoff— 
Kisessig bei 15° Porphyrin; diese Lisung gab bei allen Ver- 
suchen nahe iibereinstimmend das Porphyrin—Siurespektrum 


') Vgl. hierzu O. Schumm, Spektrochemische Untersuchungen 
an Porphyrinen und Hiimatinen, Diese Zs. Bd. 152, S. 1 (19286). 
*) S. unten 8. 10, ferner a. a. O. Bd. 152, S, 147 (1926). 
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mit den Hauptstreifen: I. etwa 604 (--605); III. etwa 560. 
Ungefiihr dieselben Werte gibt eine Lésung, die durch Ein- 
wirkenlassen von Bromwasserstoff—Eisessig auf e@-Himatin er- 
halten wird. Verschiedene von mir ausgefiihrte Versuche mit 
anderen He-Porphyratinen gaben stark abweichende Werte, 
u. a. beweisen die Versuche, daf nicht etwa Koproporpbyrin 
vorgelegen hat. 

5. Es gibt bei der Behandlung mit Hydrazinhydrat—Hisessig 
bei 15° ein Porphyrin, das, je sorgfiltiger es gereinigt wurde, 
desto genauer die spektrochemischen Reaktionen des e-Porphy- 
roidins’) (= Himaterinsiure)*) oder g-Himatoporphyrins gab: 

a) Lésung in schwach essigsiurehaltigem Ather: Streifen I. 
632,5; II. unsymm., Max. (violettwirts) 576,0; III. 536,0; IV. 
angenahert 504,0, also etwa wie bei @-Porphyroidin. 

b) Lésung in n/10-Kalilauge: Streifen I. 634 (—635); II. 
etwa 578,5; ILI. 546,0; IV. ungefihr 511,5, also nahe iiber- 
einstimmend mit a@-Himatoporphyrin.*) 

c) Lésung in ungefahr 25°/,iger Salzsiure: Streifen |. 
602,8; III. 557,0, also wie «-Porphyroidin. 

d) Lésung in konzentrierter Schwefelsiure (gleich nach: 
der Herstellung gepriift): Streifen I. ungefahr 599,0; ILI. 554,0 
(bis 555,0). 

e) Lisung der nach Zaleskis Verfahren dargestellter 
Eisenverbindung in Pyridin nach Zusatz von wenig Hydrazin- 
hydrat: Streifen I, 557,7; II. 527,0, tibereinstimmend mit der 
Kisenverbindung des Porphyroidins und mit @-Himatin. 

f) Lésung der nach Zaleskis Verfahren dargestellten 
Kupferverbindung in Pyridin: Streifen I. 575,0; IL. etwa 538,0, 

') O. Schumm, a a.O. Uber ,,Porphyrinbildung aus Blatfarbstofi“, 
Il. Mitteilung, Diese Zs. Bd, 139, 8. 219 (1924). 

*) Vgl. A. Papendieck, Uber Porphyrine aus Blutfarbstoll, 
Il. Mitt., Diese Zs. Bd. 152, 8. 215 (1926), 

®) Kinige Male wurden folgende Werte erhalten: I. 635,0, II. 584 
(—585), ILL. 545,0, 1V. ungefihr 511,0. Vgl. hierzu Diese Zs. Bd. 13%, 
S. 237, 243 u. 245 (1924) Ein Priparat gab die auf Porphyroidin 
(= Hiimaterinsiiure) stimmenden Werte: I. 643,0; II. 590,0 (bis 591); 
III. 5438,0 (bis 544,0). 








_— 
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iibereinstimmend mit der Kupferverbindung des Porphy- 
roidins.') 

6. Fir die Priifung auf Eisen habe ich solche Praparate 
von Rohporphyratin benutzt, die durch Verdampfen der Petrol- 
itherlésung gewonnen waren. Sie hinterlieSen beim Veraschen 
einen Riickstand, dessen gelb gefirbter Salzsiiureauszug 
kriftige Eisenreaktionen gab, sowohl mit Ferrocyankalium als 
auch mit Rhodankalium. 

Da in der Petrolitherlésung einerseits der Kérper 
nachgewiesen ist, der alle oben angefihrten Reak- 
tionen etwa wie Himatin gibt, andererseits Kisen, so 
darf mit gréBter Wahrscheinlichkeit angenommen 
werden, daB das Kisen an Porphyrin gebunden ist, 
somit ein Eisen—Porphyratin vorliegt. 

Da Hans Fischer und H. Fink ausgesprochen haben, das 
von ihnen in Brauereihefe gefundene, mit dem eisenfreien 
Himatin identische Kiimmerersche Porphyrin sei auf die 
Verunreinigung der Hefe mit Fliegen zuriickzufiihren, so habe 
ich gepriift, ob das etwa teilweise auch fiir das von mir be- 
schriebene Porphyratin der Hefe gelten kénne. 

Nachdem ich durch das lebenswiirdige Entgegenkommen der 
Direktion der Ostwerke-A.-G., Sprit- und Hefefabrik, Wandsbek bei 
Hamburg, Gelegenheit erhalten habe, den Herstellungsgang ihrer 
PreBhefe in allen Einzelheiten’) zu verfolgen, kann ich erkliren, 
daB eine Verunreinigung der Hefe durch Insekten vollkommen 
ausgeschlossen ist. Die Fabrikationsanlage und der Betrieb 
des groBen Werkes, in dem tiglich titber 15 Tausend Kilogramm 
PreBhefe hergestellt werden, weist eine vorbildliche Sauberkeit aut. 





') Fiir die Kupferverbindung des Porphyroidins fand ich I. 575,0, 
Il. 5388,0, fiir die Kupferverbindungen anderer Porphyrine stark ab- 
weichende Werte, z. B. fiir die des 


Koproporphyrin. . . . I. etwa 564,0 Il. etwa 527,5 
Mesoporphyrin . . . . |. ,, 563,5 I. , S870 
Kopratoporphyrin . . . I. 561,5 (bis 562,60) Il. ,,  526,0 


*) Den Herren Direktoren Peter und Plasterk, sowie den Herren 
Kollegen Dr. Kretzschmar, Dr. Reineke und Herrn Dipl.-Ingenieur 
Wolfner spreche ich fir ihr weitgehendes Entgegenkommen auch an 
dieser Stelle meinen besten Dank aus. 
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Anmerkung. 1g PreBhefe liefert bei der Pyridinprobe cine reichlich 
so starke Haemochromogenreaktion wie 1 mg Blut. Um den Cytochroin- 
gehalt eine Tagesproduktion von 15000 kg PreBhefe zu schaffen, miBten 
wenn er in einer Vereinigung der Hefe mit Blut (Insekten) bestiinde, tiiglieh 
mehr denn 15 Liter Blut in Form von Insektenleibern in die Girbottiche 
gelangen und von den Hefezellen aufgenommen werden! 

Mit derselben Sicherheit la8t sich sagen, da8 das von mir aus 
Brauereihefe dargestellte Porphyratin nicht aus Insekten stammt. 
Die Winter-Brauereihefe der bekannten ElbschloBbrauerei in Nien- 
stedten bei Hamburg enthalt das Porphyratin in der kalten Jahres- 
zeit’) ebenso wie im Sommer. Zudem ist die ganze Anlage des 
Werkes einschlieBlich der Kiihlschiffe eine solche, daB von einer 
Verunreinigung durch Insekten gar nicht die Rede sein kann, Ich 
habe mich schon im vorigen Jahre durch persénliche Beobachtung 
der Anlage davon iiberzeugt, daB auch im Sommer keine Insekten 
in die Kiihlschiffe hineingelangten. Auch dieses Werk, dessen 
einzelne Fabrikationsabteilungen ich unter freundlicher Fiihrung 
des Betriebsleiters, des Herrn Kollegen Scheffsky?), eingehend 
besichtigen konnte, weist eine mustergiiltige Sauberkeit auf. 

Die Erklarung von Hans Fischer und H. Fink ist, 
soweit hiesige Verhiltnisse in Betracht kommen, un- 
bedingt abzulehnen. Der von mir in vielen Versuchen er- 
brachte Nachweis, daB sich das Porphyratin regelmiBig auch 
aus inlindischen und auslindischen Samen, z. B. Hafer, Niissen, 
Mandeln darstellen laBt (s. u.), bekraftigt mein Urteil iiber das 
Hefeporphyratin. 

Bei der vergleichenden Priifung des Hefeporphyratins und 
eines mir von Herrn Prof. L. Marchlewski freundlichst iiber- 
lassenen Priparates #-Phyllohimin habe ich gefunden, dab 





1) Dasselbe gilt fiir die Hefe aus anderen hiesigen Brauereien: der 
Bill-Brauerei, Bavaria-Brauerei und Holsten-Brauerei. Durch das freund- 
liche Entgegenkommen der Direktionen dieser Brauereien erhielt ich die 
Gelegenheit, gréBere Proben der Hefe zu untersuchen. Ich habe darin 
jetzt, im Winter, das Porphyratin ebenso gefunden wie bei gleichzeitiger 
Untersuchung in der ElbschloB-Brauereihefe. 

*) Herr Chemiker Scheffsky hatte die Freundlichkeit, mir wieder- 
holt gréBere Proben Hefe aus seinem Betriebe zur Verfiigung zu stellen, 
wofiir ich ihm und der Direktion der ElbschloBbrauerei auch hier meinen 
Dank ausspreche. 
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beide in Hisessig gelést tiiuschend ihnliche Spektra liefern. 
Fir das f-Phyllohimin fand ich: Streifen I. angenihert 
644,0; IL. 542,07); III. angenihert 505,0. f-Phyllohimin gab 
wie @-Himatin die Benzidinreaktion. Im iibrigen verhielt 
sich das 6-Phyllohimin deutlich verschieden. Es gab 
mit Pyridin und Hydrazinhydrat ein von dem des Pyridin— 
Himochromogens abweichendes Spektrum, dessen Eigentiim- 
lichkeiten schon an anderer Stelle von mir beschrieben sind.?) 
Bei der Behandlung mit Eisesssig—Hydrazinhydrat*) gab es ein 
Porphyrin, das sich in seinen spektrochemischen Reaktionen 
von dem unter denselben Bedingungen aus dem Hefe—Porphy- 
ratin erhaltenen Porphyrin unter anderem dadurch unter- 
scheidet, daB es in n/10-Kalilauge kaum léslich ist.‘) 


Spektrochemische Reaktionen des aus dem (-Phyllohiimin 

abgespaltenen Porphyrins. 

1. Lésung in essigsiurehaltigem Ather: 

Hauptstreifen I. 630,6; I]. unsymmetrisch, Maximnm (violettwirts) 
etwa 574,5; ILI. etwa 535,0 (Mitte); IV. etwa 500. 

2. Lésung in 25°/ iger Salzsiure: 

Hauptstreifen I. etwa 605,5: II. auffallend stark, sehr unsym- 
metrisch, Mitte etwa 559,0, Maximum etwa 556,5. 

Das Spektrum dieser salzsauren Lisung ist auffallend ver- 
schieden von dem einer Lisung des oben beschriebenen Por- 
phyrins aus Hefeporphyratin. Bei dem f-Phylloporphyrin— 
Saiurespektrum ist der Unterschied in der Breite und Dunkel- 
heit von Streifen I. und II. bedeutend gréfer als bei dem 


aus Hefeporphyratin gewonnenen Porphyrin. 





‘) Etwa dieselben Werte gibt auch die Eisenkomplexverbindung 
des Porphyroidins (= Himaterinsiiure) I. etwa 645,0; II. etwa 544,0. 

*) Vgl. O. Schumm, Diese Zs. Bd. 152, S. 1 (1926). 

*) Die Enteisenung erfolgte sehr schnell. Als die mit dem Reagens 
(abgekiihlte Eisessig-Hydrazinhydratmischung) gemisehte Eisessiglésung 
des 6-Phyllohimins wenige Minuten gestanden hatte, war sie bereits 
violett und zeigte das reine Porphyrinspektrum. 

*) Diese Eigenschaft des 6-Phylloporphyrins hatte bereits L. March- 
lewski festgestellt. An dem oben beschriebenen Priiparat machte ich die 
Beobachtung, daB seine mit wenig Salzsiiure hergestellte und mit Wasser 
verdiinnte Lésung nach dem Alkalisieren eine gelbe klare Lésung bildete, 
die folgendes Spektrum gab: I. 638'/,; II. 585,0; ILI. 554,0; IV. 527,0. 
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3. Lésung in 98°/,iger Schwefelsadure: 


Hauptstreifen I. etwa 606,0; II. unsymmetrisch, Mitte etwa 558,0, 
Maximum etwa 556,0. 


4. Losung der nach Zaleski dargestellten Kupfer- 
verbindung in Pyridin: 

1. uneinheitlicher bzw. unsymmetrischer Streifen, Mitte 570,8. Maxi- 
mum etwa 572,0; Il. etwas unsymmetrisch, Mitte 534,7. 


Anmerkung: Aus den mit 2°/,iger Kalilauge dargestellten Hefe- 
ausziigen lift sich durch Zusatz groBer Mengen Alkohol und Ather ein 
Niederschlag erzeugen, in dem der Farbstoff angereichert ist. 

Der abgeprebte Niederschlag gibt stark die Benzidinreaktion und 
bei der Behandlung mit konzentrierter Schwefelsiure bei 15° allmihlich 
Porphyrin; die Lésung gibt das Saurespektrum mit dem Ort der Haupt- 
streifen I. 599; II. etwa 554 (—555). 

Ein rohes Farbstoffpriparat laBt sich auch dadureh darstellen, dat 
man die Hefe in einem Glase einige Zeit einer Hitze von ungefihr 80° bis 
100° aussetzt und die verfliissigte Masse filtriert. Die sauer reagierende, 
stark gelb gefiirbte Fliissigkeit gibt scharf ausgepriigt das Myochromogen- 
spektrum: Streifen I. ungefihr 549 (—550), das auch nach einmaligem 
Aufkochen, ebenso nach dem Alkalisieren mit Soda bestehen bleibt, bei 
Zusatz von geniigend Wasserstoffsuperoxyd oder Ferricyankaliumlésung 
aber verschwindet und durch folgenden Zusatz von Hydrazinhydrat wieder 
hervorgerufen werden kann. Beim Vermischen mit viel Alkohol und 
Ather gibt obiger Hefesaft einen ziemlich stark farbigen Niederschlag, 
der, zwischen Glasplatten gebracht, sehr stark das Myochromogenspektrum 
gibt. Bei der Behandlung mit 98°/,iger Schwefelsiiure bei 15° entsteht 
daraus allmiihlich Porphyrin; diese Lésung zeigt das Siiurespektrum: 
Streifen I. etwa 600, mit schwachem Vorschatten auf ganz angenihert 
612; II. ungefiihr 555,0. 

Aus frischer Hefe li8t sich auch mit einem Gemisch aus 1 Vol. 
15°/, iger Kalilauge und etwa 9 Vol. Glycerin ein stark gefirbter Aus- 
zug gewinnen, der das Myochromogenspektrum gibt. Wird ihm eine 
passende Menge Himochromogenlésung zugefiigt, so sieht man bei 
der Beobachtung mit dem scharf eingestellten Gitterspektrometer bei 
passender Schichtdicke das Doppelspektrum von Himochromogen und 
Myochromogen, wobei dic beiden Hauptstreifen nur durch ein schmales 
Minimum getrennt sind. Wenn man die Schichtdicke oder Konzentration 
nur wenig erhéht, gehen die beiden Hauptstreifen des Haimochromogens 
und Myochromogens ganz ineinander iiber. — 


Extrahiert man Brennereihefe mit 15 °/,iger Kalilauge, so erhilt 
man eine nach dem Filtrieren gelbe Fliissigkeit, die das Myochromogen- 
spektrum zeigt, wihrend der noch feuchte Riickstand nach Zusatz 
von Hydrazinhydrat auBer einem Streifen im Gelb deutlich das Hiimo- 
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chromogenspektrum mit dem Ort des Hauptstreifens auf ungefahr 555 
gibt, also wie eine mit Hydrazinhydrat versetzte Lisung von «-Himatin 
in Kalilauge. Die Untersuchung gelingt am besten, wenn man die in 
einem ungefihr 5 mm weiten AbsorptionsgefiB befindliche Masse mit 
dem durch eine Bogenlampe und Kondensor beleuchteten Spektrometer 
beobachtet. — 

Ob das Myochromogen irgendwie in niherer Beziehung zum Ko pro- 
porphyrin steht als das Hiimatin, ist unentschieden. — 


II. Das Porphyratin aus Hafer. 


Es wurde sowohl aus dem im Laboratorium gemahlenen 
Hafer als auch aus kiuflichen Haferflocken!), teils nach der 
Kisessig—Chloroformmethode, teils nach der EKisessig—Ather- 
methode dargestellt. Bei diesem Verfahren wurde der mit 
Ather verdiinnte Hisessigauszug gewaschen, zur Entfernung 
etwa vorhandener Spuren vorgebildeten Porphyrins wiederholt 
mit etwa 5°/,iger Salzsiure ausgeschiittelt, gewaschen und 
verdampft. Das so gewonnene Rohporphyratin enthiit stets 
noch einen groBen UberschuB von Begleitstoffen, die seine 
Uberfithrung in das zugehérige Porphyrin aber nicht hindern. 
In einigen Versuchen habe ich das Rohporphyratin in Essig- 
siure und Ather geldst, die Lisung griindlich gewaschen, mit 
schwacher Kalilauge ausgeschiittelt und das Porphyratin daraus 





1) Ich habe sowohl die gewdhnliche Handelsware als auch die sog. 
Hedrich-Haferflocken untersucht. Die unter diesem Namen kiuflichen 
Haferflocken erwiesen sich mir bei makroskopischer und mikroskopischer 
Untersuchung als auBerordentlich sauber. Ich habe sie deshalb neuer- 
dings bei meinen Untersuchungen bevorzugt. Um dem Einwande zu 
begegnen, da8 das aus Hafer gewonnene Porphyratin doch irgendeiner Bei- 
mengung entstamme, habe ich die Hedrich-Haferflocken durch Absieben 
vom Mehl befreit, dann wiederholt mit Pyridin (in anderen Versuchen 
mit Eisessig, auch nacheinander mit Pyridin und Eisessig) gewaschen 
und danach einige Stunden mit Eisessig stehen gelassen. Diese mit Ather 
verdiinnte Masse ergab bei der Verarbeitung das Porphyratin ebenso wie 
die nicht gewaschenen Flocken. Somit ist sicher erwiesen, daB das 
Porphyratin ein physiologischer Bestandteil der Haferflocken ist. — 
Der Direktion der Hedrich-Werke (C. Hedrich, A.-G. Mithlenwerke und 
Nihrmittelfabriken, Altona, danke ich auch an dieser Stelle dafiir, daB 
sie mir eine gro’e Menge ganz frisch hergestellter Haferflocken fiir 
meine Untersuchungen iiberlassen hat. 
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mit Essigsiure in Ather iibergefiihrt. diesen gewaschen und 
verdampft. 


In mehreren Fiillen wurde der urspriingliche Lisessig- 
Atherauszug nach dem Waschen nur so weit verdampft, dat 
der Riickstand noch Essigsiiure genug enthielt, um die daraut 
schwimmende 6lige Schicht (= A) abtrennen zu kénnen. Die 
abgetrennte braune Kssigsiiurelésung (= B) gab ein Hiimatin- 
spektrum: Streifen I. ungefihr 640; II. iuBerst schwach, nur 
ganz angenihert bestimmbar zu 586; III. etwa 544. Die 
Fliissigkeit wurde mit Ather verdiinnt, mit Wasser entmischt und 
wiederholt gewaschen. Sie gab auch jetzt stark das Himatin- 
spektrum: Streifen I. breit, nicht ganz symmetrisch, Maxi- 
mum (rotwiirts) ungefahr 641; III. ziemlich symmetrisch, 
etwa 541.') 


Solche Priparate sind von mir in gréferen Mengen dar- 
gestellt und teils zur Priifung auf Eisengehalt, teils zur Ge- 
winnung des daraus abspaltbaren Porphyrins benutzt worden. 
Zur Priifung auf Eisen wurde das Rohporphyratin nochmals 
in Ather gelést, die Atherlésung griindlich gewaschen, ver- 
dampft, der Riickstand in Petroliither gelést, filtriert, verdampft, 
und der Riickstand verascht. Die oben erwihnte dlige Fraktion 
4A“ enthielt auch noch Porphyratin. Wurde sie mit der viel- 
fachen Menge Kisessig durchgeschiittelt und dann 1—2 Tage 
der Einwirkung von Hydrazinhydrat bei 15—25° ausgesetzt, 
so ergab sie eine betrichtliche Menge Porphyrin von etwa 
denselben Eigenschaften, wie sie das aus der Fraktion ,,B“ 
dargestellte Priparat hatte. 


Anmerkung: Dureh besondere Versuche habe ich mich dayon 
iiberzeugt, daB die erwiihnte dlige Fraktion auch nach griindlichem 
Waschen mit Wasser einen Teil des Porphyratins in Loésung bebiilt. 
Das entsiiuerte Ol bildete nach dem Filtrieren eine klare, blanke, braune 
Fliissigkeit, die schon in 1—2 em Schichtdicke stark ein ,,Hiamatin- 
spektrum“ gab: Streifen I. ungefiihr 646,0; If. iuBerst schwach, nur 
ganz angenihert bestimmbar zu 587; III. 543,5; ferner gab sie mit 
Benzidin-Eisessiglésung und Wasserstoffperoxyd die Peroxydasereaktion. 


1) Bei einigen solchen Priiparaten habe ich die ahnlichen Werte 643 
und 543 bzw. 644 und 544 bestimmt. 
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A. Nach der Eisessig-Athermethode dargestelltes 
Rohporphyratin aus Hafer. 


Das nach dieser Methode dargestellte Rohporphyratin 
hat folgende Eigenschaften: 

1. Es enthalt Eisen gibt in Essigsiure oder essig- 
siurehaltigem Ather gelést ein Hiimatinspektrum (s. oben), 
und sehr stark die Reaktion mit Benzidin und Wasserstoff- 
peroxyd; Spektrum des Porphyratins in reinem Hisessig: Haupt- 
streifen I. ungefahr 643,0, II. 544,0. 

2. Ks gibt die Spektralprobe mit Pyridin und Hydrazin- 
hydrat genau wie ¢-Hamatin: Streifen J. etwa 557,5; Streifen II. 
etwa 527. 

3. Es geht bei der Behandlung mit konzentrierter 
Schwefelsiure bei 15° allmahlich in ein Porphyrin iiber. 
Die Lésung in konzentrierter Schwefelsiure zeigt die Haupt- 
streifen: I. ungefahr 599,0; I]. 554 (—555). 

4, Bei der Behandlung mit Hydrazinhydrat und Eisessig 
bei 15° gibt es innerhalb 1—2 Tagen in guter Ausbeute ein 
Porphyrin, das durch wiederholtes Umscheiden mit Hilfe von 
Salzsiture und Ather gereinigt und durch Verdampfen der 
itherischen Lésung gewonnen, folgende Ejigenschaften hat: 
braune, porphyrinfarbene Substanz, die sich in n/10-Kali- 
lauge zu einer klaren Fliissigkeit lost. Im Farbton gleicht 
sie vollkommen der alkalischen Lésung reinen Porphyroidins }) 
(= Himaterinsiure) und gibt auch dessen eigentiimliches, leicht 
kenntliches Spektrum: 8 starke Absorptionsstreifen: I. auf etwa 
642 (—643)?); IL. etwa 591 (bis 5921/,); III. etwa 5388 (—539) mit 
schwachem Vorschatten angenahert auf 563 (—564). Die Lésung 
in ungefiihr 25°/, iger Salzsiiure gibt das reine Porphyrin—Siure- 
spektrum mit dem Ort der Hauptstreifen: I. 602,7; ILI. 557,8. 
Die Liésung in Chloroform gibt das Spektrum I. 631,0; I. un- 
symmetrisch, Maximum (violettwirts) 575,0; ILI. 540,0; IV. an- 
genihert 506,0. Nach dem Schiitteln mit gleichviel 25°/,iger 





1) O. Schumm, Diese Zs. Bd. 139, S. 219 (1924). 
*) In einem Falle gab die Lésung das vierstreifige Spektrum: 
I. 641,0; II. 587; III. 545,0; IV. 510,5. 
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Salzsiure in der Chloroformschicht: I. 605,38; III. 561,0. I) 
98°/, iger Schwefelsiure gelést gibt das Porphyrin das Siaure- 
spektrum mit dem Ort der Hauptstreifen: I. ungefahr 599(—600): 
III. etwa 554(—555). Die Lésung des Porphyrins in schwach 
essigsiiurehaltigem Ather gibt rein das Spektrum wie Por- 
phyroidin!): I. 632,5; Il. unsymm. Max. (violettwirts) 575,6; 
IIT. 536,5; IV. ungefahr 503. 

Das aus dem Hafer-Porphyratin dargestellte reine 
Porphyrin hat dieselbe , Salzsiurezahl“ wie die Hama. 
terinsdiure: Schiittelt man die Atherische Lisung des Por- 
phyrins mit dem gleichen Volumen }/,—1°/, Salzsiure, so 
geht nur ein kleiner Teil in diese iiber, bei 2°/, Salzsiure 
ein ziemlich groBer Teil, bei 3°/, Salzsiure die Hauptmenge; 
durch das gleiche Volumen 4°/, Salzsiiure laBt sich das Por- 
phyrin bis auf einen geringen Rest ausschiitteln. Fiihrt man 
die Versuche an den beiden genannten Porphyrinen unter 
gleichen Versuchsbedingungen durch, so zeigen sie iiberein- 
stimmendes Verhalten. Diese Feststellung verdient besonders 
hervorgehoben zu werden. — Ich habe mich in neuerer Zeit 
mehrfach davon iiberzeugt, daB Willstatters*) Methode sich 
mit gutem Erfolge sowohl zur Kennzeichnung als auch bei der 
priparativen Verarbeitung von Porphyringemischen verwenden 
laBt. So hat sie sich auch bei der Trennung eines Gemisches 
aus Koproporphyrin und Kopratoporphyrin als brauchbar er- 
wiesen; die Salzsiiurezahl des Kopratoporphyrins liegt wesent- 
lich héher als die des Koproporphyrins. Wegen der Einzel- 
heiten sei auf eine meiner folgenden Abhandlungen ver- 
wiesen. 


Bei der Reaktion mit Brom*) gibt das Porphyrin dasselbe 
Spektrum wie das Porphyroidin: I. starker Streifen auf etw: 
640,0; II. schwacher Streifen mit zwei schwachen Maxima, da- 
zwischen das Minimum auf etwa 494,0. Das beim Kochen des Por- 





1) O. Schumm, aa, O. Bd. 139, S. 237 (1924). 

*) Richard Willstitter, Untersuchungen iiber Chlorophyll. 
Berlin, J. Springer, 1913. 

‘yO. Schumm, Diese Zs. Bd. 152, 8. 5 (1926). 
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phyrins mit 1°/, HCl enthaltendem Methylalkohol entstehende, 
in n/10-Kallauge unlésliche Veresterungsprodukt gibt, in 
Chloroform gelést, das Spektrum etwa wie der Methylester des 
Porphyroidins’): Streifen I. 630,8; II. unsymm., Max. (violett- 
wirts) 575,0, Mitte etwa 580,5; III. etwas unsymm., Max. etwa 
543,0; Mitte etwa 540,5; IV. angenihert 508,0. Nach dem 
Durchschiitteln der Chloroformlésung mit gleichviel 25°/, iger 
Salzsiiure ist der Farbstoff vollstiindig in der Chloroformschicht. 
Diese gibt das Porphyrin—Siurespektrum mit dem Ort der 
Streifen: I. etwa 605,5; II. schwach, angenihert 584,0; 
III. etwa 561,0. 

Die Lésung des Esters in konzentrierter Schwefelsiure 
gibt das Siéurespektrum mit dem Ort der Hauptstreifen: 
I. etwa 599 (—599,5); etwa 554 (—554,5). Die nach dem Ver- 
fahren von Zaleski dargestellte EKisenverbindung des Por- 
phyrins gibt, in Pyridin gelést und mit wenig Hydrazinhydrat 
versetzt, das Pyridin—Himochromogenspektrum wie e-Hamatin: 
I. 557,6; II. 527,3. 

Die nach Zaleski dargestellte Kupferverbindung gibt, in 
Pyridin gelést, das zweistreifige Spektrum wie die Kupfer- 
verbindung des Porphyroidins*), Hauptstreifen I. symmetrisch, 
975,6; I. symmetrisch, schwiicher als I. 538,6. 

Die nach Zaleski dargestellte Kisenverbindung ist in 
n/10-Kalilauge vollstindig léslich und wird daraus beim An- 
siuern mit Essigsiiure in Flocken gefillt. Wird die waBrig- 
alkalische Lésung der Eisenverbindung mit Hydrazinhydrat 
versetzt, so wird sie rot und zeigt das Himochromogenspektrum 
etwa wie das Himochromogen aus «-Himatin: Streifen I. 555 
(bis 556); II. etwa 525. Die Lésung der EKisenverbindung in 
Kisessig gibt das Hiimatinspektrum: Streifen I. auf 644,0, ITI. 
544.0, IV. angeniihert 504,0. Wird diese Lisung nach dem 
Verfahren von Papendieck und Bonath mit Hydrazinhydrat 
behandelt, so wird das Hisen abgespalten, das entstehende 
Porphyrin hat wieder die urspriinglichen Kigenschaften. 


) O. Schumn, a. a. O. Bd. 189, S. 257 (1924). 
*) O. Schumm, vgl. FuBnote auf §. 177 dieser Abhandlung. 
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B. Nach der EHisessig—Chloroformmethode dar- 
gestelltes Rohporphyratin aus Hafer. 


Das aus Haferflocken gewonnene Rohporphyratin gibt in 
Hisessig gelést das dem a«-Himatin eigentiimliche Spektrum: 
I. starker breiter, nicht ganz symmetrischer Streifen im Rot 
auf ungefahr 644,0; II. ziemlich starker, fast symmetrischer 
Streifen auf 544,0, III. Streifen auf angenihert 504,0. Die 
Lésung gibt: 1. sehr stark die Reaktion mit Benzidin und 
Wasserstoffperoxyd; 2. nach dem Verdampfen, Auflésen in 
Pyridin und Zusatz von wenig Hydrazinhydrat sehr stark die 
Haimochromogenreaktion wie a@-Himatin, Streifen I. 557,5: 
Il. etwa 527; 3. bei der Behandlung mit Hydrazinhydrat-—Kis- 
essig bei 15° innerhalb 24 Stunden in guter Ausbeute ein 
Porphyrin, das sich bei allen spektrochemischen Reaktionen 
genau so verhalt wie dasjenige Porphyrin, das nach demselben 
Verfahren aus dem durch die EKisessig—Athermethode  ge- 
wonnenen Porphyratin erhalten worden ist. Es sei hervor- 
gehoben, daB es gleich jenem Porphyrin in n/10-Kalilauge leicht 
und vollstindig léslich war und diese Lésung das eigentiimliche ' 
dreistreifige alkalische Porphyroidinspektrum gab mit den 
Werten I. 642,5; IL. 592.5; III. etwa 540 mit Vorschatten auf 





Nach dem Ver- 


























Aus Haferporphyratin nach der ‘ 
Hydrazinhydrat—Eisessigmethode oe abren von Pa- 
dargestelltes Porphyrin ach der Me- leek 
E 8 ‘ Pp y  Stheie den Vee eas und 
= onath aus «- 
© | a) aus dem nach | b) aus dem nach | fassers*)ausBlut iiiatiee Maney. 
% | der Eisessig—- | der Eisessig- | dargestelltes o-|~°™°™" 6 
Athermethode | Chloroformme- Porphyroidin stelltes Porphy- 
gewonnenen | thode gewonne- roidin = Hiima- 
Porphyratin | nen Porphyratin terinsiiure 
I. 632,5 682.5 632,5 632,5 
IL. 575,6 575,5 575 5754 
III. 536,5 535,8 536 535,6 
IV. 503 ungefihr 502 501,8 502,2 

















'!!O. Schumm, Uber die Porphyrinbildung aus Blutfarbstoff, 
II. Mitteilung, Diese Zs. Bd. 139, S. 237 (1924). 
2) A.a.O. Bd. 139, S. 237 (1924). 
*) Papendieck u. Bonath, Diese Zs. Bd. 144, S. 60 (1925). 
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angenihert 566. Diese Werte stimmen befriedigend iiberein 
mit denen, die seinerzeit fiir das von mir aus Blut dargestellte 
a-Porphyroidin gefunden worden sind, und ebenso mit denen, 
die A. Papendieck von der alkalischen Lisung des nach der 
Hydrazinhydrat—Eisessigmethode aus Himatin dargestellten 
Porphyroidins (= Hamaterinsiure) erhalten hat. Gute Uber- 
einstimmung mit den Werten fiir Himaterinsiure ergab sich 
auch bei der spektrometrischen Priifung schwach essigsiurehal- 
tiger atherischer Lésungen. Die zugehérigen Zahlen sind auf 
der vorstehenden Tabelle zusammengestellt. 


III. Das Phorphyratin aus Mandeln. 


Zum Nachweis und der Darstellung dieses Porphyratins habe 
ich siiBe Mandeln benutzt, die geschilt, gewaschen und ent- 
weder im Porzellanmérser zerstoBen oder in einer Miihle ge- 
mahlen waren. 

In den Vorversuchen habe ich den Mandelbrei ohne 
weiteres mit Eisessig behandelt, teils nur einige Stunden, teils 
6—48 Stunden. In den Hauptversuchen habe ich den Mandelbrei 
moglichst vollstiindig mit Ather entfettet, mit Eisessig gemischt 
und teils 4—6 Stunden, teils 1—2 Tage stehen gelassen. Der 
Kisessigauszug wurde mit Ather verdiinnt, mit Wasser ent- 
mischt, gewaschen und bis auf ein kleines Volumen eingedampft. 
Nachdem die auf der rétlichbraunen, essigsauren Fliissigkeit 
stehende kleine Menge Ol abgetrennt war, wurde die essig- 
saure Fliissigkeit mit Ather verdiinnt, gewaschen und der 
Ather durch Erhitzen auf dem Wasserbade verdampft. Der 
essigsiurehaltige Riickstand wurde mit viel Eisessig verdiinnt. 
Die Lésung gab rein das Hamatinspektrum’) mit dem Ort der 
Hauptstreifen: I, etwa 642; III. etwa 542. Der Streifen [. 





) Ein Tropfen der Liésung gab sehr stark die Reaktion mit 
Benzidin und Wasserstoftperoxyd. Ebenso gab das Priiparat die Pyridin- 
Himochromogenprobe: I. etwa 557,5; II. etwa 527, also wie a-Himatin. 
Wurde die essigsaure Lisung mit Ather verdiinnt, gut gewaschen, ver- 
dampft, der Riickstand mit verdiinnter Kalilauge aufgenommen und die 
etwas triibe Lésung mit Hydrazinhydrat versetzt, so gab sie das Himo- 
chromogenspektrum ungefahr wie o-Hiimatin: Streifen I. etwa 555,5. 
Hoppe-Seyler’s Zeitschrift f. physiol. Chemie. CLIV. 13 
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ist unsymmetrisch, sein Maximum liegt rotwirts von der Mitte 
der Streifen III. ist ziemlich symmetrisch; zwischen beiden 
besteht noch ein duBerst schwacher Streifen II. Bei den 
einzelnen Priparaten ergaben sich geringe Abweichungen, z. B. 
wurde fiir den Streifen I. auch der Wert 644 und fir den 
Streifen III. 544 bestimmt, wobei zu beriicksichtigen ist, daf 
besonders der Streifen I. ebenso wie bei q@-Hiimatin recht 
unscharf begrenzt ist und deshalb nur angendhert genau be- 
stimmt werden kann.') Kin anderes Praparat gab, in essig- 
siurehaltigem Ather geliést, die Werte 644, 543. Auf der 
Grenze von Griin zu Blau lieB sich bei geniigender Schicht- 
dicke noch ein nach Violett nicht deutlich abgegrenzter vierter 
Streifen auf angenihert 506 bestimmen. 

Die so gewonnenen Praparate Rohporphyratin habe ich 
dem Enteisenungsverfahren von Papendieck und Bonath 
unterworfen. Obgleich bei dem ersten derartigen Versuch 
schon nach 6stiindigem Stehen der Porphyratin—Eisessig- 
Hydrazinhydratmischung eine betriichtliche Menge Porphyrin 
gebildet worden war, habe ich die Gemische in den Haupt- 
versuchen doch 1—2 Tage stehen gelassen und dann das ent- 
standene Porphyrin aus der mit Ather verdiinnten Flissigkcit 
in iiblicher Weise abgeschieden und iiber Salzsiure und Ather 
moglichst gut gereinigt. 

Das Porphyrin zeigte in allen Versuchen iibereinstimmend 
folgendes Verhalten: 

1. Die Lésung in schwach essigsiurehaltigem Ather hat 
dieselbe Farbe wie die utherische Porphyroidin- (= Himaterin- 
siiure-) Lésung und gibt folgendes Spektrum: 

I. 631,8; Il. unsymmetrisch, Maximum (violettwirts) 575,4; IIT. 536,3: 
IV. etwa 503,0. 

2. Die Liésung in n/10-Kalilange gibt das vierstreifige 
Spektrum: 

I. 635,0; II. unsymmetrisch, Mitte etwa 582,0, Maximum etwa 
578,0; IIL. symmetrisch 542,5; IV. ungefahr 508,5. 





1) Eine Lésung von «-Hiimatin (v. Zeyneks) in Eisessig gab das 
Spektrum: I. etwa 645,5; II. iiuBerst schwach, nur ganz angeniihert 
bestimmbar zu 585; III. 543,5; [V. angenihert 504. 
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3. Die Lisung in etwa 25°/,iger Salzsiure hat dieselbe 
eigentiimliche Farbe wie die salzsaure Porphyroidinlésung und 
gibt das Porphyrin—Siurespektrum: 

Streifen I. 602,7; III. 557,6. 

Beim Schiitteln der Lésung mit gleichviel Chloroform geht 
das Porphyrin in betriichtlicher Menge in dieses iiber. 

4. Bei der Eisenung nach Zaleski entsteht ein Por- 
phyratin, das, in Pyridin gelést und mit wenig Hydrazinhydrat 
versetzt, das Spektrum des Pyridin—Himochromogens gibt: 

Streifen I. 557,5; II. etwa 526,0. 

5. Die Lésung der nach Zaleski dargestellten Kupfer- 
verbindung in Pyridin gibt dasselbe Spektrum wie die Kupfer- 
verbindung des Porphyroidins: 

Streifen I. 575,4; II. (schwicher als I) 538,0 (bis 539,0). 

6. Bei der Reaktion mit Brom’) gibt das Porphyrin das- 
selbe Spektrum wie Porphyroidin (= Himaterinsiure): 


I. Starker Streifen im Rot auf 640,5; II. schwacher Streifen mit 
zwei undeutlichen Maxima, dazwischen das Minimum auf 494,0. 


7. Die Lésung des aus dem Porphyrin durch Kochen 
mit 1°/, HCl enthaltendem Methylalkohol dargestellten Ver- 
esterungsprodukts in Chloroform gibt das Spektrum: 


anda 


I. 631,0; II. unsymm., Max. (violettwarts) 575,0; III. unsymm., 
Max. (rotwiirts) 542,0; IV. ungefiihr 507. 

Nach dem Durchschiitteln der Lésung mit gleichviel 
25°/, iger Salzsiiure bleibt der Farbstoff vollstiindig im Chloro- 
form. Die Lésung gibt das Porphyrin—Siiurespektrum: 

I. 605,5; III. 561,5. 

In einem Versuche habe ich mehrere Kilogramm ge- 
schilte, siiBe Mandeln, nach vorheriger Entfettung mit Ather, 
mit Kisessig ausgezogen, den Auszug mit Chloroform gemischt, 
mit Wasser entmischt, gewaschen, verdampft, den noch etwas 
Ol enthaltenden Riickstand mit Eisessig durchgeschiittelt, nach 
erfolgter Schichtenbildung die Kisessigschicht abgelassen, das 
Ol nochmals mit Kisessig ausgezogen und die Hisessigausziige 





*) Vgl. O. Schumm, Spekrochemische Untersuchungen an Por- 
phyrinen und Hiimatinen, Diese Zs. Bd. 152, S. 6 (1926). 
13° 
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mit Petrolither gemischt, mit Wasser entmischt, filtriert und 
verdampft, bis die Essigsiure verjagt war, und mit Petrol- 
iither aufgenommen. Diese Lésung gab ein Haimatinspektrum: 
Streifen I. ungefihr 640,0; II. 541,0. Die Petrolatherlésung 
wurde gewaschen, filtriert und verdampft. Ein Teil dieses 
petrolitherléslichen Riickstandes wurde verascht und 
im Rickstand Eisen nachgewiesen. Der Rest wurde in der 
iiblichen Weise untersucht. Ein Teil, in Eisessig gelést, gab 
ein Himatinspektrum, ferner die Benzidinreaktion; ein Teil, 
verdampft und mit Pyridin aufgenommen, gab die Hiimo- 
chromogenreaktion: Streifen I. 557,0; IL. etwa 526,0; der Rest, 
mit EKisessig—Hydrazinhydrat behandelt, gab ein Porphyrin 
vom spektrochemischen Verhalten des e-Porphyroidins (= Hii- 
materinsiiure) bzw. des «-Himatoporphyrins: 


1. Lésung in schwach essigsiurehaltigem Ather: 

Streifen I. 632,0; Il. 575,5; III. 536,0; IV. ungefiihr 503,0. 

2. Lésung in n/10-Kalilauge. 

Streifen I. 634,0; Il. 583,0; III. 544,0; IV. ungefiihr 508,0. 

3. Lisung der nach Zaleski dargestellten Kisenverbindung 
in Pyridin und wenig Hydrazinhydrat: 

I. 557,3; If. etwa 526,5. 

Nach diesen Feststellungen ist das Porphyratin 


aus Mandeln héchstwahrscheinlich mit dem aus Hafer 
sewonnenen identisch. 


IV. Das Porphyratin aus Kakaobohnen. 


Nachdem ich mich iiberzeugt hatte, daB ein Pyridinauszug 
aus geschiilten, rohen Kakaobohnen die Hiimochromogenreaktion 
und der Eisessig—Atherauszug die Benzidinreaktion gibt, habe 
ich wiederholt gréBere Mengen der geschilten Samen!) in der 


1) Die Kakao-Kompagnie Theodor Reichardt, G. m. b. H. in 
Wandsbek, hatte die Freundlichkeit, mir durch ihren Betriebschemiker, 
Herrn Hansen, gré8ere Mengen Kakaobohnen fiir diese Untersuchung 2U 
iiberlassen, wofiir ich auch an dieser Stelle meinen Dank zum Ausdruck 
bringe. 
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oben unter ,.II“ beschriebenen Weise verarbeitet. Beim 
Waschen des Eisessig-Atherauszugs werden groBe Mengen eines 
roten Farbstoffs entfernt. Von dem Riickstand, der durch 
Verdampfen des gewaschenen Kisessig—Atherauszugs erhalten 
worden war, wurde ein kleiner Teil in Pyridin gelést. Die 
Lisung gab einen schwachen Streifen auf ungefaihr 612 und 
stark das Hamochromogenspektrum: I. 557,5; IL. etwa 527,0, 
nach Zusatz von Hydrazinhydrat dasselbe. Die Hauptmenge 
des Riickstands wurde mit viel Eisessig gemischt und nach 
Zusatz von Hydrazinhydrat—Hisessigmischung 20 Stunden stehen 
gelassen. Die spektroskopische Priifung der Fliissigkeit ergab, 
daB aus dem Porphyratin in guter Ausbeute Porphyrin ent- 
standen war. Es wurde in iblicher Weise abgeschieden und 
gereinigt. Das Porphyrin war leicht léslich in n/10-Kalilauge 
und zeigte weiter folgendes Verhalten: 

1. Die Lésung in schwach essigsiurehaltigem Ather gab 
das Spektrum des Porphyroidins (= Haimaterinsiure): 

I. 632,3; Il. 575,4; ILI. 536,0; IV. ungefahr 503,0. 

2. Die Lésung in etwa 25°/,iger Salzsiiure gab das Por- 
phyrin—Saéurespektrum: 

I, schmal, symmetrisch, 602,5; ILI. breiter und dunkler, sym- 
metrisch, 557,3. 

3. Die Lisung in konzentrierter Schwefelsiure gab das 
Porphyrin—Saurespektrnm: 

I. ungefiihr 600,0; III. 554,5 (—555,5). 


4. Die Lésung der nach Zaleski dargestellten LKisen- 
verbindung in Pyridin und wenig Hydrazinhydrat gab das 
Himochromogenspektrum: 

I. 557,5; IL. etwa 527,0. 

Auf diese Feststellungen habe ich mich  einstweilen 
beschrinkt. Sie zeigen, daB auch die Kakaosamen den 
Porphyrintrager enthalten und das bei der Behandlung 
mit Kisessig aus ihnen gewonnene Porphyratin bei den _bis- 
lang daran angestellten Reaktionen einen Unterschied gegen- 


iiber dem Porphyratin aus Mandeln nicht hat erkennen 
lassen. 
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V. Das Porphyratin aus Malz. 


Malz (ebenso Weizen und Roggen) habe ich vorliufig nur 
in kleineren Mengen untersucht und das Rohporphyratin daraus 
nach dem Kisessig—Atherverfahren abgeschieden. Das Roh- 
porphyratin und das daraus abgespaltene Porphyrin zeigten bei 
den bislang daranausgefiihrten Proben dasselbe Verhalten wie 
die Priparate aus Hafer. Ich halte es demnach fiir wahr- 
scheinlich, daB das Porphyratin aus Gerstenmalz, Weizen und 
Roggen mit dem Porphyratin aus Hafer identisch ist; beziiglich 
der zugehérigen Porphyrine kann das als ziemlich sicher 
gelten. — 


Zusammenfassung. 


1, Es wird bewiesen, daB Keilins Cytochrom eine Por- 
phyringruppe enthalt; demnach findet sich im Pflanzenreich 
auBer Chlorophyll noch ein zweiter Porphyrintriger. Das aus 
diesem durch Hisessig gebildete Porphyratin hat nach den 
Ergebnissen meiner Untersuchungen eine iiberraschende Ahn- 
lichkeit mit dem Hamatin aus Blut. Sie zeigt sich: 

a) in dem Verhalten bei der Pyridin- und Benzidinblut- 
probe; 

b) durch das ,,Himatinspektrum“ der Lésung in Eisessig 
oder essigsiiurehaltigem Ather; 

c) im Verhalten bei der Behandlung mit Hydrazinhydrat- 
Hisessig und in den spektrochemischen Reaktionen des dabei 
entstehenden Porphyrins; 

d) im spektralanalytischen Verhalten des mit Bromwasser- 
stofi—Kisessig bzw. 98°/,iger Schwefelsiure erhaltenen Reak- 
tionsprodukts. 

Das aus dem Porphyratin durch die Enteisenungsmethode 
mit Hydrazinhydrat—Hisessig erhaltene Porphyrin wurde von den 
folgenden, in ihrem spektrochemischen Verhalten bekannten 
Porphyrinen: Himatoporphyrin-Nencki, Mesoporphyrin, Hamo- 
porphyrin, Kopratoporphyrin, Uroporphyrin, Koproporphyrin, 
«-Phylloporphyrin, 8-Phylloporphyrin und Atioporphyrin ein- 
deutig unterschieden. AuBer dem e«-Porphyroidin (= Ha- 
materinsiiure), dem primadren Blutporphyrin, ist bislang 
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kein tierisches oder pflanzliches Porphyrin bekannt, das 
in so naher Ubereinstimmung die oben beschriebenen, 
in oft wiederholten Versuchen zahlenmibig genau festgestellten 
Merkmale des aus dem pflanzlichen Porphyratin ab- 
gespaltenen Porphyrins aufweist. Das einzige, spektro- 
chemisch genauer untersuchte Porphyrin, das bei einigen Re- 
aktionen eine gewisse Ahnlichkeit zeigt, ist das 6-Phylloporphyrin 
von Marchlewski, aber auch dieses ist durch verschiedene 
Reaktionen, z. B. durch das abweichende Verhalten gegeniiber 
n/10-Kalilauge leicht zu unterscheiden. 

Die in den folgenden Tafeln zusammengestellten spektro- 
metrischen Grundwerte des aus dem Porphyratin verschiedener 
Pilanzen gewonnenen Porphyrins zeigen eine so gute Uber- 
einstimmung, dab dem jetzigen Stande unserer Kenntnisse 
gemif mit gréBter Wahrscheinlichkeit auf die gleiche chemische 
Zusammensetzung des Porphyrins geschlossen werden darf. 

2. Die unter Benutzung der besten Apparate nunmehr in 
sroBem Umfange durchgefiihrte Untersuchung des spektral- 


Zusammenstellung der Werte fiir das ,Atherspektrum® des aus dem 
Porphyratin verschiedener Pflanzen') durch Behandlung mit Eisessig- 
Hydrazinhydrat erhaltenen Porphyrins: 











Porphyrin des Hauptstreifen 
D hd % j j 
a 632,5 unsym. Max. 536,0 angenihert 
(violettw.) 576,0 504,0 
Frischen, geschiil- 632,5 », 575,7 etwa angenihert 
ten Kartoffeln . 536,0 | 504,0 
Frischen, geschiil- 631,6 », 575,5 etwa nicht 
ten Zuckerriiben 538 gemessen 
Haferflocken . . 632,5 », 975,6 536,5 angenihert 
503,0 
Mandeln. . . . 631,8 9 575,5 536,0 angenihert 
(—632,0) (—536,3) 503,0 
Kakaobohnen . . 632,3 » 515,4 | 586,0 angenihert 
503,0 





') Vgl. auch O. Schumm, Uber d. Cytochrom, Diese Zs. Bd. 152, 
S. 147 (1926). 
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Zusammenstellung der Werte fiir das Spektrum obiger Porphyrin. 
priparate in etwa 25°/,iger Salzsiiure: 








Porphyrin des Porphyratins aus 


Hefe . 


Frischen, reifen, von der Samenhaut 
befreiten, weiBen Bohnen 


Frischen, geschilten Kartoffeln 
Frischen, geschilten Zuckerriiben 
Haferflocken . 

Mandeln 

Kakao 





Hauptstreifen 
602,8 557 
602,3 | 557,3 

| 

602,4 557,6 
602 | ungefahr 558,0 
602,7 557,8 
602,7 | 557,6 
602,5 557,3 





Zusammenstellung der Werte fiir die Pyridinproben des aus obigen 
Porphyrinpriparaten durch Eisenung nach Zaleski dargestellten 
Eisenporphyratins: 








Hauptstreifen 
I. be 
Hefe_ . 557,5 etwa 527 
Kartoffeln . 557,6 , a7 
Haferflocken. . ... . 557,6 » 527,8 
Mandeln ....... 55%,0 (—557,5) ,, 526 (—527) 
Kakaobohnen .... . 557,5 » 527 








analytischen Verhaltens der Hete selbst (Keilin, Verf.) und 
der Wasser- und Sodaausziige, sowie Verfs Untersuchungen 
iiber das spektrochemische Verhalten der Glycerinextrakte, Kali- 
Glycerin- und Kaliextrakte, ferner des Saftes der autolysierten ') 
und bei 100° verfliissigten Hefe fiihren zu dem SchluB, daB frische 
Brennerei-Hefe Blutfarbstoff in spektroskopisch wahrnehmbaren 
und identifizierbaren Mengen nicht enthalt, wahrend die den 
Namen Cytochrom fihrende Substanz [mit dem Spektrum: 


‘') Vel. hierzu O. Schumm, Diese Zs. Bd. 149, 8. 147 (1925). 











le 


if 
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I. 603 (bis 605) IL. 563 (bis 565) LI. 549 (bis 551) LV. 520 
(bis 522)] regelmaBig in solcher Menge vorhanden ist, daB sie 
bei der Priifung eines winzigen Stiickes Hefe mit dem Hand- 
spektroskop gesehen werden kann. Der stete Cytochromgehalt 
der Hefe kann nur durch die Entstehung in den Zellen selbst 
erklart werden. Uber Art und Umfang der abweichenden 
Zusammensetzung von Cytochrom und Blutfarbstoff lassen sich 
noch keine Angaben machen. Das freie Porphyratin mit den 
oben beschriebenen, denen des Himatins etwa gleichen Kigen- 
schaften, entsteht fraglos unter der EKinwirkung von Eisessig 
oder Pyridin aus dem Cytochrom. An dem aus Hefe-Cytochrom 
abgetrennten Myochromogen ist beachtenswert, daB es in seiner 
urspriinglichen Liésung trotz deren ziemlich starkem Saure- 
gehalt auch bei Luftzutritt nicht leicht in das zugehorige 
Myatin iibergeht. Diese betrichtliche Widerstandsfahigkeit zeigt 
der Farbstoff nicht nur in der durch Erhitzen auf 100° ver- 
fliissigten Hefe; sie lift sich auch an dem aus Hefesaft durch 
Alkohol-Ather gefiallten myochromogenhaltigen Niederschlage 
feststellen, dessen bezeichnendes Spektrum allerdings unter der 
Kinwirkung von Wasserstoffperoxyd oder Ferricyankalium ver- 
schwindet (vgl. die Anmerkung im Abschnitt I dieser Ab- 
handlung). 

3. Die Erscheinung, daB Autolysate und Kaliextrakte von 
Hefe in ausgeprigter Weise die Myochromogenreaktion und 
nach Zusatz von starker Cyannatriumlésung und Hydrazin- 
hydrat die Cyanmyochromogenreaktion geben, wie sie vom Verf. 
an Praparaten aus dem Fleisch von Saugern festgestellt worden 
ist, bleibt hinsichtlich der zugehérigen chemischen Umwandlungen 
einstweilen noch unaufgeklirt. Sie zeigt aber, daB Myo- 
chromogen, Cyanmyochromogen und Cytochrom (oder 
Myohimatin) in ihnlicher Weise zueinander gehiéren 
wie Himochromogen, Cyanhimochromogen und Himo- 
globin. Auch obige eigenartige und zahlenmaBig genau be- 
stimmbare Spektralreaktion ist fiir ein Porphyratin aus einem 
Chlorophyllporphyrin niemals beschrieben worden. Ob das 
Myochromogen irgendwie in niherer Beziehung zum Kopro- 
porphyrin steht als das Hamatin, ist unentschieden. 
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4, Fiir die analytische Praxis bedeutet das Ergebnis der 
ganzen Untersuchung zweifellos, daB Hefe, Getreide und Legu- 
minosensamen, ferner Niisse, Mandeln und manche anderen 
pflanzlichen Bestandteile unserer Nahrung sich in bestimmter 
Hinsicht so verhalten wie tierisches Material mit einem ge- 
ringen Bestand an Himatin. Wie in der ersten Abhandlung 
bereits angegeben ist, gibt Hefe z. B. stirkere Himatin- 
reaktionen als weiBes Kabeljaufleisch. Der Porphyratin- 
gehalt von Austern und Hefe gehért derselben Griéfen- 
ordnung an. 

5. Die schon von Keilin geiuBerte Vermutung 
da8 das fragliche Porphyratin, — auch in bezug aut 
seinen Metallgehalt mit dem echten Hamatin iibereinstimmend — 
Hisen enthalt, ist héchstwahrscheinlich richtig. Ks 
erschien immerhin erwiinscht, an den Porphyrin—Komplex- 
verbindungen aus Porphyrinen und solchen Metallen, die 
erfahrungsgemaB in den Organismen weit verbreitet sind (be- 
sonders Kupfer, Mangan und Zink) durch Versuche zu erweisen, 
daB sie, von anderen Unterschieden abgesehen, nicht die Re- 
aktion mit Benzidin und Wasserstoffperoxyd geben. In wieder- 
holten Versuchen habe ich mich iiberzeugt, daB von den in Be- 
tracht gezogenen Porphyratinen nur die Eisenporphyratine in 
der Weise reagieren wie das Himatin. Die an dem roh iso- 
lierten pflanzlichen Porphyratin bislang festgestellten Eigen- 
schaften unterscheiden sich in nichts von denjenigen eines 
Kisenporphyratins und stimmen am niachsten iiberein mit dem 
des «-Himatins bzw. der Eisenkomplexverbindung der Hima- 
terinsaure. 

6. Das beschriebene, im Cytochrom gebundene 
Porphyratin ist mit Sicherheit als physiologischer Be- 
standteil der Samen von hiesigen und auslandischen 
Pflanzen bestitigt. Ob der in ihm vorliegende Pyrrolkomplex 
urspriinglich an ein Protein, Lipoid oder eine andere Atom- 
gruppe gebunden ist, bleibt vorliufig unentschieden, so daf in 
dieser Hinsicht iiber Art und Umfang der abweichenden 
Zusammensetzung von Cytochrom und Blutfarbstoff noch nichts 
ausgesagt werden kann. 
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Alle von mit dargestellten Priparate Pflanzenporphyratin 
zeigten die sogenannte Peroxydasewirkung des Hiimatins. 
Diese Feststellung scheint mir dafiir zu sprechen, daB Keilins 
Ansicht von der biologischen Bedeutung des Cytochroms in der 
Hauptsache richtig ist. Jedenfalls wird man bei Untersuchungen 
iiber die Oxydationsvorgiinge in Zukunft ebenso auf das Vor- 
handensein des Cytochroms in Pflanzen wie auf das des ihm 
sehr nahestehenden, wenn nicht damit identischen Myohiimatins 
in der tierischen Muskulatur Riicksicht nehmen miissen. 








Versuche zur Charakterisierung der Pepsinwirkung. 
Il. Mitteilung. 
Von 
H. Steudel, J. Ellinghaus und A. Gottschalk. 
Mit 1 Figur im Text. 


(Aus dem physiologischen Institut der Universitat Berlin.) 


(Der Redaktion zugegangen am 10. Februar 1926.) 


In unserer ersten Untersuchung!) der Einwirkung von 
Pepsin auf Hiweifkérper hatten wir gefunden, daB die Be- 
stimmung der Carboxylgruppen nach Willstatter die gleichen 
Werte liefert wie die Formoltitration nach Soerensen, dab 
dem gegeniiber aber die Bestimmung der Aminogruppen nach 
Van Slyke und diejenige nach Folin zwar untereinander 
fast gleiche Werte ergeben, aber daB diese Werte immer 
niedriger liegen als die nach den beiden ersten Methoden ge- 
wonnenen. Bei den zur Untersuchung gelangten EiweiBkérpern 
— Casein, Glutencasein, Serumglobulin und Serumalbumin — 
war nach der peptischen Verdauung das Verhiltnis: 








‘uwachs an titrierbarem Carboxyl (auf N umgerechnet) __ 5 86:1 
Zuwachs an ermitteltem Amino-N i a ial 


bzw. 3,52:1 bzw. 2,81: 1. 

Um den erhobenen Befund weiterhin zu stiitzen und den 
zeitlichen Verlauf der Fermentwirkung beziiglich des Entstehens 
reaktionsfihiger Carboxyl- und Aminogruppen niher kennen zu 
lernen, wurden die im folgenden mitgeteilten Versuche angestellt. 





') H. Steudel, J. Ellinghaus u. A. Gottschalk, Diese Zs. 
Bd. 154, S. 21 (1926). 
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Ks wurde die EKinwirkung von Pepsin auf Fibrin, Edestin 
und Vitellin untersucht und zwar unter besonderer Beriick- 
sichtigung der Geschwindigkeit der von den Fermenten aus- 
gelésten Teilprozesse. 


Methodik. 


Unter Alkohol aufbewahrtes Fibrin wurde vor Benutzung 
zur Befreiung von etwa anhaftenden Fermenten 15 Minuten 
lang in Wasser ausgekocht, dann mit Alkohol und Ather ge- 
waschen und schlieBlich im Exsiccator getrocknet. Das Vitellin 
wurde nach der Vorschrift von F. Hoppe-Seyler frisch her- 
gestellt. 

Beziiglich der Aufarbeitung der Ansitze machten wir uns 
die in der ersten Mitteilung gesammelten Erfahrungen zu- 
nutze. Im Hinblick auf die dort gefundene gute Uberein- 
stimmung zwischen dem Willstiatterschen Verfahren der 
Carboxyltitration und der Formoltitrationsmethode nach 
Soerensen begniigten wir uns mit der Ausfiihrung der Carb- 
oxyltitration nach Willstaitter in 90°/,iger alkoholischer 
Liésung. Benutzt wurde das unvorbehandelte Filtrat des Ver- 
suchsansatzes. Der Aminostickstoff wurde stets in 10 ccm des 
durch Permutitbehandlung von Ammoniak befreiten Ansatz- 
filtrates nach v. Slyke bestimmt. Der Gesamtstickstoff wurde 
nach Kjeldahl ermittelt. Zu jedem Versuche wurde eine 
Kontrolle ohne Pepsin angesetzt und bei Versuchsende auf- 
gearbeitet. Die Ansitze wurden bei 37° aufbewahrt. 

Aus der Tabelle ergibt sich in Ubereinstimmung mit dem 
friher mitgeteilten Befunde, da8 unter dem Einflusse von 
Pepsin der Zuwachs an titrierbaren Carboxylgruppen den 
Anstieg der ermittelten Aminogruppen regelmifig um ein 
Mehrfaches iibertrifft. Weiterhin ist, insbesondere aus dem 
Fibrinversuch, ersichtlich, daB der Zuwachs an titrierbaren 
Carboxylgruppen nach 4 Stunden seinen Hoéhepunkt nahezu 
erreicht hat, wiaihrend zu dieser Zeit die reaktionsfahigen 
Aminogruppen nur eine sehr geringfiigige Vermehrung erfahren 
haben. Im weiteren Verlauf der peptischen Verdauung nehmen 
dann die Carboxylgruppen nur noch ganz unwesentlich zu 
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Tabelle. 


Fibrinversuch: 
2.5 ¢ getrocknetes Fibrin, 0,12 g Pepsin Witte, 50,0 cem n/5-HC), 
150,0 cem aq. dest., 2,0 eem Toluol. 





H. Steudel, J. Ellinghaus und A. Gottschalk, 





Zuwachs an 





Zuwachs an 
titrierbarem | me8barem 
Zeitpunkt Reger Amino-N in 
der a shea a 100 eem An- 
Bestimmung sats 
eem 
n/1-NaQH mg N 
Nach 4Stunden 1,4 2,8 
Mt- 1,7 4,9 
,, 48 1,8 7,9 
» 4 Tagen 1,8 10,3 
(Kontrollvers. /kein Zuwachs 0,4 





nach 4 Tagen 


Nach 24 Stdn. 
» 48 


| Kontrollvers. ') 
nach 48 Stdn. |} 





Nach 24 Stdn. 
48 


99 


{Kontrollvers. *) 
nach 48 Stdan.| 











Verhiltnis 
von titriertem 
Carboxyl 
(umgerechnet 
auf N) zu 
gemessenem 
Amino-N 





a a eS 








Edestinversuch: 
8,0 ¢ Edestin, 0,12 g Pepsin Witte, 30,0 eem n/5-HCl, 
94,0 cem aq. dest., 2,0 cem Toluol. 


1,6 
1,7 


0,1 





9,0 
11,8 


0,6 


? 





2,6:1 
20:1 





Vitellinversuch: 
2,0 g reines Vitellin, 0,1 g Pepsin Witte, 30,0 cem n/5-HCI, 
94,0 eem aq. dest., 2,0 eem Tolnol. 


2.4 1,6 
2,6 10,0 
0,1 kein Zuwachs 





4,4:1 
3,6: 1 








Bemerkungen 


Gesamt-N im 
filtrierten An- 
satz = 0,162 


(Yr 
ban] 


— 


—_— 


Gesamt-N im 
filtrierten An- 
satz = 0,409 ¢ 


-_—— 


Gesamt N im 
filtrierten An- 
satz = 0,184 ¢g 


_—— 


') Der Kontrollversuch wurde in der gleichen Weise wie der 
Hauptversuch, jedoch ohne Beigabe von Pepsin angesetzt. 
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wohingegen der Amino-N einen steten, aber langsamen Anstieg 
aufweist. Selbst nach 4 Tagen ist der Unterschied zwischen rea- 
giblen Carboxyl- und Aminogruppen nach der quantitativen Seite 
hin im Verdauungsgemische noch ein betrichtlicher (vgl. Kurve). 

Schon bei unseren ersten Versuchen iiber die Pepsin- 
wirkung haben wir uns gefragt, welche Bindungen im Eiweib 
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96 Stunden 


Abszisse = Zeit Ordinate = Zuwachs an Amino-N in mg pro 100ccem Ansatz. 
Die ausgezogene Linie stellt den zeitlichen Verlauf des Zuwachses an ermitteltem Amino-N 
in 100cem Ansatz dar, die gestrichelte Linie den zeitlichen Verlauf des Zuwachses 
an titriertem Carboxyl, umgerechnet auf Amino-N. 


fiir das von uns beobachtete eigenartige Verhalten der Carb- 
oxyl- und Aminogruppen in Frage kommen. Die gewéhn- 
lichen Peptidbindungen sind es gewiB nicht; hier miBte auf 
je eine COOH-Gruppe eine «-Aminogruppe frei werden. Die 
a-Aminogruppen reagieren aber sowohl nach dem Verfahren 
von Soerensen wie nach dem Van Slyke normal, d.h. die 
beiden Gruppen sind einander Aquivalent und miiBten bei 
unserer Versuchsanordnung ein Verhiltnis von 1:1 ergeben. 

Ks ist ferner auch durch iltere Beobachter schon sicher- 
gestellt, daB Peptidbindungen von Pepsin nicht gelést werden. 


*) Die zahlenmifigen Belege des Caseinversuches befinden sich in 
der I. Mitteilung. 
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Diketopiperazine kénnen auch nicht in Frage kommen: 
hier liegen die gleichen Verhiltnisse vor wie bei den einfachen 
«-Aminosiiuren. Es miiBten bei Offnung des Ringes je eine 
COOH- und eine Aminogruppe frei werden, und das Ver. 
haltnis miiBte wie im ersten Falle 1:1 sein. Die Diketo- 
piperazine werden aber auch nicht von Pepsin angegriffen. 

Kin Teil des Zuwachses von COOH-Gruppen lieBe sich 
vielleicht erklaren durch Lésung esterartiger Bindungen zwischen 
Oxyaminosiuren (Serin, Oxyglutaminsiure) und den zweiten 
COOH-Gruppen von Dicarbonsiuren (Asparaginsiiure, Glut- 
aminsiure). Aber man wei ja nicht sicher, ob diese Dicarbon- 
siuren mit ihrer zweiten COOH-Gruppe als solcher oder als 
Amide (Asparagin, Glutamin) im EiweiBmolekiil vorkommen. 
Dann bliebe aber immer noch der von uns konstatierte Zuwachs 
an Aminogruppen zu erkliiren. Nach den bisherigen Er- 
fahrungen erscheint uns die Annahme am wahrscheinlichsten, 
daB es sich bei der Pepsinwirkung um Lésung von Bindungen 
handelt, an der der nicht als «-Aminostickstoff vorhandene 
Stickstoff der zusammengesetzten Aminosiuren beteiligt ist. 
Diese Annahme wiirde mit der Beobachtung im Einklang 
stehen, nach der nur der Stickstoff der einfachen «-Amino- 
siuren durch das Verfahren von Van Slyke quantitativ an- 
gezeigt wird, daB sich hingegen der Stickstoff der anders kon- 
figurierten Aminosiiuren teilweise oder ganz dem Nachweis durch 
diese Methode entzieht. So gibt z. B. Prolin tiberhaupt keinen 
Van Slyke-N, Lysin den gesamten Amino-N erst nach halbstiin- 
digem Schiitteln, Tryptophan nur die Halfte, Histidin ein Drittel, 
Arginin ein Viertel vom Gesamt-N (nach Kjeldahl). Wie 
dies in Kinklang mit dem Befunde zu bringen ist, daB das 
argininreiche Protamin von Pepsin iiberhaupt nicht angegriffen 
wird, laBt sich zurzeit noch nicht sagen. 

Fiir die Durchfiihrung der Versuche standen uns Mittel 
zur Verfiigung, fiir deren Zuwendung wir der Notgemeinschait 
der deutschen Wissenschaft unseren besten Dank auch hier 
sagen mdéchten. 




































Kin Beitrag zur Bereitung von Peptiden. 
Von 


Rudolf Schénheimer. 


(Aus dem Physiologisch-chemischen Institut der Universitit Leipzig.) 


(Der Redaktion zugegangen am 11. Februar 1926.) 


Im Jahre 1902 stellte Curtius') durch Kupplung von 
Hippursiiureazid mit Aminosiiuren benzoylierte Peptide her, 
doch gelingt es nicht, aus ihnen die freien Peptide zu be- 
reiten, da die Benzamidgruppe sich durch Sauren und 
Alkalien weniger leicht spalten lat als die Peptidbindung. 
Nachdem die Peptidsynthesen von Emil Fischer die Dar- 
stellung fast simtlicher Peptide niederer Reihen erméglicht 
haben, sind weitere Versuche zur Darstellung freier Peptide, 
ausgehend von acylierten Aminosiuren, nicht unternommen 
worden. 

Da es uns gelungen war, die Sulfonylgruppe ohne Lésung 
der Peptidbindung abzusprengen (s.unten), bietet die Curtiussche 
Methode eine Reihe von Vorteilen, insbesondere bei der Ver- 
wendung optisch aktiver Aminosiuren, da keine Waldensche 
Umkehrung zu befiirchten ist, weil keine Substitutionen am asym- 
metrischen C-Atom vorgenommen werden. Ferner ist die Kupp- 
lung der beiden Aminosiiuren fast quantitativ und da man aus 
der Mutterlauge die im Uberschu8 zugesetzte zweite Aminosiure 
zurtickgewinnt, bietet die Methode Vorteile zur Darstellung 
von Peptiden, bei denen die Aminosiure mit der freien Carb- 


REESE 


) Chem. Ber. Bd. 35, S. 3226 (1902) und Jl. fiir prakt. Chem. Bd. 70, 
S. 73 (1904), 


Hoppe-Seyler’s Zeitschrift f, physiol. Chemie. CuiV, 14 
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~ 


oxylgruppe besonders wertvoll ist. Dagegen arbeitet dic 
Methode mit betriichtlichen Verlusten bei der acylierten Amino- 
siure, da man gut tut, das Azid aus analysenreinem Hydrazid 
herzustellen. 

Bequemer, schneller und mit weniger Verlusten an de: 
zu acylierenden Aminosiure arbeitet die Chloridmethode von 
Emil Fischer}), er fihrte Naphthalinsulfo-aminosiuren in 
das Siiurechlorid iiber und setzte dieses sofort mit dem Ester 
der zweiten Aminosiure um. Hier mu von der zweiten 
Aminosiiure zwar mehr eingesetzt werden, dafiir spart man an 
der ersten, so daB die Methode sich also besonders eignet fiir 
solche Peptide, bei denen das Glied mit der freien Amino- 
gruppe kostbar ist. Auch diese Methode ist nicht mit einer 
Umkehrung der optischen Drehung verbunden: Toluolsulio- 
d-alanin, das durch Zersetzung von Toluolsulfo-d-alanylchlorid 
mit Wasser dargestellt wurde, hatte dieselbe Drehungsrichtung 
wie der Ausgangskérper. 

Als Methode zur Absprengung der Acylgruppe benutzen 
wir die von Emil Fischer verwandte Reduktion der Toluol- 
sulfogruppe zu Tolylmercaptan mit Hilfe von konzentrierter 
Jodwasserstofisiure und Jodphosphonium. E. Fischer?) hat 
diese Methode zuerst angegeben zur Herstellung der freien 
methylierten Aminosiuren aus den toluolsulfonierten Produkten. 

Bevor wir zur Absprengung der Toluolsulfogruppe aus 
toluolsulfonierten Aminosaéuren iibergingen, war es notig, sich 
zu vergewissern, daB die konzentrierte Jodwasserstofisiure 
unter den gegebenen Bedingungen keine stirkere hydrolytische 
Wirkung hat. Da die Saure vom spezifischen Gewicht 1,96 
nur sehr wenig Wasser enthalt, war es unwahrscheinlich, daf 
sich bei einer Temperatur von 50° (nur bei der Darstellung 
von d-Alanyl-l-leucin muBten wir auf 65° erhitzen) eine starke 
hydrolytische Wirkung bemerkbar machte. Bei einer Reihe 
von Peptiden und einem Pepton wurde die hydrolysierende 
Wirkung der konzentrierten Jodwasserstofisiiure bei 50° unter- 


1) Chem. Ber. Bd. 36, 8. 2094 (1903). 
2) Chem. Ber. Bd. 48, S. 368 (1915). 
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sucht und festgestellt, daB sie sich in minimalen Grenzen hilt. 
Auch fiir das untersuchte Pepton scheint dies zu gelten; doch 
waren bei unserer Arbeitsweise hier die Verluste am Gesamt-N 
so groB, da& der SchluB nicht ganz einwandfrei feststeht. 

Zugleich wurde das Augenmerk darauf gerichtet, ob nicht 
durch die konzentrierte Siure dem Peptid Wasser entzogen 
und dasselbe teilweise in das Anhydrid iibergefiihrt wurde. 
Wir konnten mit alkalischer Pikrinsiiure keine Diketopiperazine 
nachweisen oder aus dem Riickstand der Mutterlaugen im 
Hochvakuum heraussublimieren. 

Nach der Entfernung der kiuflichen und nicht ganz reinen 
Jodwasserstoffsiure durch Fallung mit Bleioxyd oder durch 
Abdestillieren im Hochvakuum bei 45—50° und Fallen des 
letzten Teiles der Jodwasserstoffsiure und der Phosphorsiure 
mit Silber gelangten wir in guten Ausbeuten zu den Di- 
peptiden, die aber immer durch kleine Mengen von anorga- 
nischen Riickstiinden verunreinigt waren. Mit Ausnahme von 
solchen Peptiden, die in organischen Loésungsmitteln léslich 
sind, war die voéllige Entfernung der anorganischen Riickstiinde 
durch mehrmaliges Umfallen mit Verlusten verbunden. 

Trotzdem die Rohausbeute bei der Fillung mit Bleioxyd 
etwas geringer war, zogen wir in der letzten Zeit doch wieder 
diese Arbeitsweise vor, da bei der Abdestillation der beim 
Nachspiilen mit Wasser verdiinnten Jodwasserstoffsiure das 
Peptid in geringer Menge gespalten wurde. Bei der Behand- 
lung mit Bleioxyd kamen wir oft schon zu Rohprodukten, die 
abziighich des anorganischen Riickstundes analysenrein waren. 


Versuehsteil. 


I. Bestandigkeit der Peptidbindung gegen konzentrierte 
kaufliche Jodwasserstoffsaure (D. 1,96). 

1. Spaltungsversuch mit Glycin-glycin-chlor- 
hydrat. Das verwandte Praparat entstammte der Sammlung 
des Instituts und war zum Teil zersetzt, wie die Analyse 
ergab. Fiir die beabsichtigten Vorversuche war es noch 


brauchbar. 
14* 
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Analyse des Praparates: 
Gesamt-N nach Dumas: 
5,900 mg Substanz gaben 0,754 ccm N (753 mm, 20°). 


4,980 mg = » 0,638 eem N (753 mm, 21°). 
C,H,O,N,Cl (Mol.-Gew. 168). Gef. N 14,46°/, | Ber. 15,10 9, 
14,44 


NH,-N nach van Slyke: 
6,128 mg Substanz gaben 0,57 ccm N (744 mm, 22°). 
7,365 mg " » 0,665 cem N (744 mm, 22°). 
Gef. 10,60 °/, Ber. 7,55 °/, 
10,32 

Der zu geringe Gesamt-N-Gehalt beruht, wie der zu hohe 
Amino-N-Gehalt ergibt, auf einer Beimenge von Glycinchlor- 
hydrat. An Stelle der berechneten 50°/, enthielt das Pri- 
parat also nur 28,12°/, des Gesamt-N un Peptid-N. 

0,1250 g mit 18,06 mg Gesamt-N und mit 5.07 mg 
Peptid-N werden mit 0,5 g Jodwasserstoffsiure (D. 1,96) 
20 Minuten im Rohr auf 50° erhitzt. Das Rohr wird nach 
dem Abkiihlen gedffnet und der Inhalt mit Wasser quantitatiy 
ausgespiilt. Die Lésung wird mit einem Tropfen H,SO, ent- 
farbt. Dann wird so viel Bleiacetatlésung zugegeben, bis 
auf weiteren Zusatz kein neuer Niederschlag vom Bleijodid 
auftritt. Die Lésung wird filtriert, mit viel eiskaltem Wasser 
nachgespiilt und auf 100 ccm aufgefillt. 

Nach van Slyke bestimmt: 


5 ecem der Lésung: 0,55 eem N (749 mm, 20°). 

5eem ,, » +: 0,55 eem N (749 mm, 20°). 
Entspricht 0,6315 mg N. 

Nach Kjeldahl bestimmt: 

10 ccm der Lésung: 1,748 mg N. 

10 ccm _,, » : 1,744 mg N. 

Im Filtrat wiedergefunden: 17,46 mg = 96,6°/, vom 
Gesamt.N und 4,83 mg = 95,45°/, vom Peptid-N. 

Ks waren also 27,74°/, des Gesamt-N an Peptid-N im 
Filtrat. Aus dem Versuch ergibt sich, daB héchstens 1,09°/, 
der Peptidbindung aufgespalten worden war, eine GréBe, die 
noch innerhalb der Fehlergrenze liegt. 


2. Spaltungsversuche mit Alanylglycin. Das Pri- 
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parat stammte ebenfalls aus der Sammlung des Instituts. 
Auch dieses Priparat war zum Teil zersetzt. 


Analyse des Praparates: 


Gesamt-N. nach Dumas: 
4,460 mg Substanz gaben 0,741 cem N (751 mm, 19°). 
Gef. 18,79 °/, Ber. 19,16 °/, 
NH,-N nach van Slyke: 
6,150 mg Substanz gaben 0,525 cem N (750 mm, 20°). 
6,846 mg s » 0,610 cem N (750 mm, 20°). 
Gef. 10,08 °/, Ber. 9,58 °/, 
10,24 

Das Priparat enthalt an Stelle der berechneten 50°/, nur 

b,3°/, des Gesamt-N an Peptid-N. 

0,1054 g Substanz mit 19,81 mg Gesamt-N und 9,13 mg 
Peptid-N werden mit 1 ccm Jodwasserstoffsiiure (D. 1,96) 
339 Minuten im geschlossenen Rohr auf 50° im Wasserbad 
erhitzt und behandelt wie Praparat 1. 

In der Lésung wurde gefunden: 

Gesamt-N nach Kjeldahl: 

20 cem der Lésung: 3,85 mg N. 

10 ¢em_,, » : 1,90 mg N. 

NH,-N nach van Slyke: 


5cem der Lésung: 0,443 cem N. 


deem ,, » +: 0,440 cem N. 
Gef. N 0,511 %, 
1» 0,508 


Im Filtrat war also wiedergefunden worden: 19,13 mg 
Gesamt-N und 9,02 mg Peptid-N. Das entspricht 97°/, vom 
(zesamt-N und etwa 105°/, vom Peptid-N. Die Lésung enthilt 
jetzt 46°/, ihres Gesamt-N als Peptid-N. Eine Hydrolyse ist 
also nicht eingetreten. 

3. Spaltungsversuch mit Alanyl-leucyl-glycin. Das 
Praiparat stammte ebenfalls aus der Sammlung des Instituts 
und war ebenfalls nicht analysenrein. 

Analyse des Priiparates: 

Gesamt-N nach Dumas: 


5,560 mg Substanz gaben 0,792 ecm N (717 mm, 19°). 
Gef. 16,40°/, Ber. 16,22 °/, 
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NH,-N nach van Slyke: 


6,190 mg Substanz gaben 0,32 cem N (746 mm, 19°). 
7,520 mg ” » 0,385 cem N (745 mm, 19°). 


Gef. 5,95 °/, Ber. 5,74 °/, 
5,33 

Das Priparat enthalt also 63,6°/, des Gesamt-N an 
Peptid-N (ber. 66,7°/,). 

0,1522 mg Substanz mit 24,96 mg Gesamt-N und 16,3 mg 
Peptid-N werden mit 1 ccm Jodwasserstoffsiure (D. 1,96) im 
geschlossenen Rohr 30 Minuten auf 50° erhitzt und behandelt 
wie Praparat 1. 

In der Lésung wurde wieder gefunden: 


Gesamt-N nach Kjeldahl: 


20 cem der Lésung: 4,72 mg N. 
20 ccm _,, » + 4,80 mg N. 


NH,-N nach van Slyke: 
5 cem der Lésung: 0,380 mg N (748 mm, 19°). 


5eem_,, » +: 0,385 cem N (748 mm, 19°). 
Gef. N 0,444 °/, 
» 0,443 


Im Filtrat war also wieder gefunden worden: 23,80 mg 
Gesamt-N und 14,9 mg Peptid-N. Das entspricht 95,3 °/, 
Gesamt-N und 91,4°/, Peptid-N. Der letztere betrigt jetzt 
62,6°/, vom Gesamt-N; auch hier war also die Peptidbindung 
nicht aufgespalten worden. 

4. Trypsin-fibrinpepton. Das Praparat entstammte 
der Sammlung des Instituts. 

Analyse der Substanz: 

Gesamt-N nach Dumas: 
5,920 mg Substanz gaben 0,573 cem N, (750 mm, 22°). 
Gef. N 14,30°/, 
NH,-N nach van Slyke: 

12,960 mg Substanz gaben 0,54 ecm N (750mm, 20°) = 4,79°/, N. 

14,410 mg " »  0,58cem N (750 mm, 20°) = 4,82°/, N. 

Das Priiparat enthialt 66,43°/, des Gesamt-N an Peptid-N. 

0,4024 ¢ Substanz mit 57,55 mg Gesamt-N und 38,23 mg 
Peptid-N werden mit 3 ccm Jodwasserstoffsiure (D. 1,96) 
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30 Minuten im Wasserbad auf 50° erhitzt. Beim Verdiinnen 
mit Wasser triibt sich die Lésung leicht. Sie wird behandelt 
wie Priparat 1. 
In dem wasserklaren Filtrat: 
Gesamt-N nach Kjeldahl: 
5 cem der Lésung: 1,07 mg N. 
10 cem_,, » + 230mg XR. 
NH,-N nach van Slyke: 
5 ecem der Lésung: 0,33 cem N (751 mm, 19°). 


5cem ,, » : 0,335 cem N (751 mm, 19°). 
Gef. N 0,3807 mg 
, 0,3865 


In der Lésung war also wieder gefunden: 21,9 mg Ge- 
samt-N und 15,2 mg Peptid-N. Das entspricht 38,0°), des 
Gesamt-N und 39,8°/, des Peptid-N der angewandten Menge. 
Der letztere betrigt jetzt 69,4°/, vom Gesaimt-N. 


II. Darstellung sulfonierter Peptide nach der Azidmethode 
von Curtius. 


1. Toluolsulfo-glykokoll-hydrazid. 51g Toluolsulfo- 
glykokoll-ithylester werden unter Erwirmen in 100 ccm ab- 
solutem Alkohol gelést und zu 20 g Hydrazinhydrat getropft, 
das in einem Kolben mit RiickfluBkiihler unter Natronkalk- 
verschluB auf dem Wasserbade erhitzt wird. Damit der Ester 
im Tropftrichter nicht auskrystallisiert, wird die Apparatur 
so mit Tiichern umbiilit, daB der Dampf am Tropftrichter 
vorbeistreicht. Es miissen pro Sekunde etwa 2 Tropfen ein- 
fallen. Nachdem der ganze Ester zugetropft ist, wird 1 Stunde 
weiter gekocht und die halberstarrte Fliissigkeit ausgegossen, 
die nun zu einem Brei erstarrt. Nach 1 Stunde werden die 
Krystalle abgesaugt; es wird in der gerade notwendigen Menge 
verdiinnter waiBriger Salzsiure geliést, wenn ndétig filtriert und 
darauf. durch Zugabe von Natronlauge bis zur schwach alka- 
lischen Reaktion wieder ausgefillt. Umkrystallisieren aus wenig 
siedendem 96°/,igen Alkohol Die Substanz hat den Schmelz- 
punkt 1551/,° (korr.). Ausbeute 91°/,. Kine Probe wird bei 
100° 2 Stunden am Hochvakuum iiber P,O, getrocknet. 
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6,995 mg Substanz gaben 1,053 mg N (758 mm, 17°). 


6,030 mg e » 0,909 mg N (758 mm, 17°). 

4,052 mg a 5 1,990 mg H,O und 6,620 mg CO,. 
4,590 mg - » 2,200 mg H,O und 5,36 mg CQ,. 
C,H,,0;N,8 (Mol.-Gew. 243,04). 

Gef. C 44,679, H 5,50°/, N 17,32°/, 
,, 44,39 » 3B,86 y 17,384 
Ber. ,, 44,44 9 5yDT » 17,29 


Die Substanz krystallisiert aus Alkohol in feinen, langen 
Nadeln, ist leicht léslich in warmem Alkohol und siedendem 
Wasser. Schwer loéslich in kaltem Wasser und kaltem Alkohol. 


2. Toluolsulfo-glykokoll-azid. 13,5 g Toluolsulfo- 
glykokoll-hydrazid werden in 1 Liter Wasser in der Hitze 
gelést und 12 g NaNO, zugegeben. Nach schnellem Abkiihlen 
auf etwa 30° (es soll nur wenig Hydrazid auskrystallisieren!) 
wird in diinnem Strahl unter kraftigem Umschiitteln 35 ccm 
Kssigsiure zugegeben. Nach ganz kurzer Zeit fallt das Azid 
in feinen weiBen Blittchen aus. Es darf nicht linger «ls 
einige Stunden in der wiBrigen Liésung bleiben. Es wird ab- 
gesaugt und mit viel kaltem Wasser nachgewaschen. Es kann 
iiber Schwefelsiiure getrocknet werden. Die Ausbeute betrug 
14,1 g = 96°/, der Theorie. Am besten verarbeitet man das 
ungereinigte feuchte Azid sofort weiter. 


3. Toluolsulfo-glycyl-glycin. 7g Glykokoll werden 
in einer Reibschale in wenig Natronlauge gelést. In diese 
Lésung wird langsam unter Reiben und unter tropfenweiBer 
Zusatz von 25°/,iger Natronlauge das aus 15g Hydrazid her- 
gestellte Toluolsulfo-glykokoll-azid zugegeben. Erst nachdem 
das Azid gelést ist, wird wieder eine neue kleine Menge ein- 
getragen. Es soll nur immer so viel Natronlauge zugegeben 
werden, als zur Lésung des Azids notwendig ist. Die rot- 
blaue Lésung wird filtriert und unter Kiihlung langsam mit 
konzentrierter Salzsiure bis zur kongosauren Reaktion yersetzt. 
Dabei entwickelt sich Stickstoffwasserstoffsiiure (Abzug!!). Die 
gewiinschte Substanz fallt krystallin aus. Nach zweistiindigem 
Stehen wird filtriert. Einmaliges Umkrystallisieren aus der 
vierfachen Menge Wasser gibt analysenreine Substanz in einer 
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Ausbeute von 15,05 g = 90°/, der Theorie bezogen auf das 
Hydrazid. Schmelzp. 1781/,° (korr.). 


C,,H,,0;N.S (Mol.-Gew. 286,23). 
5,002 mg Substanz gaben 0,452 cem N (748 mm, 24°). 


2,960 mg  ,, ,, 0,267 eem N (748 mm, 24°). 

4,906 mg ” » 2,240 mg H,O und 8,320 mg CQ,. 
4,470 mg ‘ » 2,060 mg H,O und 7,560 mg CQ,. 
Gef. C 46,26°/, H 5,11°%/, N 9,98°/, 

» 46,14 yD 16 , 9,97 
Ber. ,, 46,15 » 4,90 9 9,79 


Die Substanz ist leicht léslich in heiBem, schwer in kaltem 
Wasser, leicht léslich in Alkohol und Essigester, schwer lis- 
lich in Ather. Sie krystallisiert aus Wasser in kurzen flachen 
Nadeln. 

4. Toluolsulfo-glycyl-d,l-alanin. Das aus 10g Hydr- 
azid hergestellte Toluolsulfo-glykokollazid wird in einer Reib- 
schale portionsweise unter Reiben in eine Liésung von 3 g 
d,l-Alanin eingetragen und die zur Lésung niétige Menge von 
25°/,iger Natronlauge zugetropft. Nachdem alles gelést ist, 
wird die rétliche Flissigkeit filtriert und unter Kihlung mit 
konzentrierter Salzsiure bis zur kongosauren Reaktion zer- 
setzt. Nach einigen Stunden krystallisiert das ausgefallene Ol. 
Umkrystallisieren aus wenig heiBem Wasser. Nach zweimaligem 
Umkrystallisieren hatte die Substanz den Schmelzp. 167° (korr.). 
Ausbeute 87°), der Theorie bezogen auf das Hydrazid. Kine 
Probe wird 2 Stunden bei 100° im Vakuum iiber P,O, ge- 
trocknet. 

C,oH,.O;N,8 (Mol.-Gew. 300). 
4,837 mg Substanz gaben 2,370 mg H,O, 8,550 mg CQ,. 


4,927 mg ia ,, 2,390 mg H,O, 8,670 mg CO,,. 
4,837 mg ‘ » 0,400 eem N (760 mm, 23°). 
4,850 mg ‘i » 0,403 cem N (760 mm, 22°). 
Gef. C 48,21 °/, H 5,48 °/, N 9,36 9/, 
» 48,00 » 5,43 » 9,38 
Ber. ,, 48,00 9 DAT . 9,38 


Die Substanz krystallisiert aus Wasser in langen Prismen 
und ist leicht léslich in heiBem Wasser und Alkohol, schwer 
léslich in kaltem Wasser. 
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5. Toluolsulfo-glycyl-d,l-leucin. Das aus 10 ¢ 
Hydrazid hergestellte Toluolsulfo-glykokollazid wird mit 4 ¢ 
d,l-Leucin behandelt wie bei der Darstellung von Toluolsulfo- 
glycylglycin. Das beim Ansiuern ausfallende Ol erstarrt bald. 
Umkrystallisieren aus 50 ccm heiBem Wasser unter Zusatz 
von so viel Alkohol als zur Lésung gerade erforderlich ist. Nach 
zweimaligem Umkrystallisieren hatte die Substanz den Schmely- 
punkt 87°. 

Nach zweitigigem Trocknen an der Luft bei Zimmer- 
temperatur: 


4,307 mg Substanz gaben 2,650 mg H,O, 7,970 mg CO.. 


Die Analyse entspricht der erwarteten Substanz mit 
1 Molekil Krystallwasser: 
C,;H»0,N.S, 1H,O 
Gef. C 50,32, H 6,89 °/, 
Ber. ,, 50,00 55 6,67 
Nach 5stiindigem Trocknen im Hochvakuum bei Zimmer- 
temperatur iiber P,O, entspricht die Analyse der so yor- 
behandelten Substanz der aufgestellten Formel ohne Krystall- 
wasser: 
C,;H..0;N,8 (Mol.-Gew. 342). 
2,880 mg Substanz gaben 2,280 mg H,O, 7,810 mg CQ,. 


4,396 mg "i » 2,370 mg H,O, 8,400 mg CO,,. 
4,010 mg ‘ » 0,289 cem N (760 mm, 16°). 
4,510 mg ¥s . 0,318 cem N (760 mm, 16°). 
Gef, C 52,22 %/, H 7,00°/, N 8,37 %, 
yy 52,12 » 6,54 8,16 
Ber. ,, 52,68 » 6,48 » 8,19 


Die Substanz schmilzt wasserfrei bei 81 —82° korr.; sie ist 
leicht hygroskopisch. Sie nimmt an der Luft Wasser auf, wobei 
der Schmelzpunkt sich andert. Sie krystallisierte in Nadeln, ist 
leicht léslich in Ather, Chloroform, Essigester, Benzol, Alkolol. 
unléslich in Ligroin, schwer léslich in heiBem Wasser. 

6. Toluolsulfo-d,l-Alanin-athylester. 58 g Toluol- 
sulfo-d,l-Alanin werden in 400 ccm absolutem Alkohol gelist 
und trockene Salzsiiure bis zur Sittigung eingeleitet. Nach 
dem Abdampfen des Alkohols wird der Sirup noch einmal in 
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900 com Alkohol gelést, von neuem Salzsiure eingeleitet und 
der Alkohol wieder abgedampft. Der Ester krystallisiert iiber 
Nacht. Er wird mit wiBrigem Natriumcarbonat geschiittelt 
und aus Benzol einmal umkrystallisiert. Im Hochvakuum 
iiber P,O, bei Zimmertemperatur getrocknet, schmilzt er bei 68°. 


C,,H,;0,NS (Mol.-Gew. 271). 
6,930 mg Substanz gaben 0,324 cem N (743 mm, 16°). 


5,090 mg - » 0,235 ccm N (743 mm, 16°). 
5,067 mg ‘ 2,870 mg H,O, 9,900 mg CO,,. 
4,585 mg - » 2,590 mg H,O, 8,945 mg CO,. 
Gef. C 53,43 °/, H 6,34 %, N 5,25 °%, 

»y 28,22 » 6,38 » 5,22 

Ber. ,, 53,14 1 6,27 » B17 


Die Substanz ist léslich in Alkohol, Ather, Chloroform, 
Benzol; schwer léslich in Wasser. Sie krystallisiert aus Benzol 
in langen Nadeln. 

7. Toluolsulfo-d,l-Alaninhydrazid. 13g Toluolsulfo- 
d,l-Alanin-ithylester werden in 38 ccm absolutem Alkohol in 
der Warme gelést und durch einen Tropftrichter langsam in 
einem Kolben mit RiickfluBkiihler und Natronkalkverschluf, in 
dem sich 10 g Hydrazinhydrat befinden, eingetropft. Der 
Kolben steht im kochenden Wasserbad und die ganze Apparatur 
ist so mit Tiichern umhiillt, daB auch der Tropftrichter er- 
wirmt wird. Es flieBen pro Sekunde etwa 1—2 Tropfen ein. 
Nachdem aller Ester eingelaufen ist, wird 3 Stunden weiter 
gekocht. Beim Abkiihlen erstarrt die Lésung breiig. Sie 
bleibt 1 Tag im Eisschrank. Nach dem Absaugen wird sie in 
100 com Wasser suspendiert und mit verdiinnter Salzsiure 
gerade gelést und filtriert. Beim Zusetzen von verdiinnter 
Natronlauge bis zur schwach alkalischen Reaktion fallt das 
Hydrazid wieder aus. Ausbeute 92°/. Es wird zweimal aus 
Alkohol umkrystallisiert. Nach dem Trocknen im Hochvakuum 
bei 100° iiber P,O, schmilzt es bei 171°. 


C,oH,;,0,N,5 (Mol.-Gew. 257). 
4,460 mg Substanz gaben 2,380 mg H,O, 7,680 mg CQ,. 
4,942 mg ” , 6,610 mg H,O, 8,470 mg CQ,. 
6,500 mg * » 0,920 cem N (760 mm, 15,5°). 
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Gef. C 46,97 %, H 5,99 %/, N 16,42 °%, 
» 46,76 » 5,91 _ 
Ber. ,, 46,70 » 5,80 » 16,34 


Die Substanz krystallisiert aus Alkohol in breiten Prismen, 
ist leicht léslich in heiBem Wasser, Alkohol und Essigestey 
schwer in kaltem Wasser. 

8. Toluolsulfo-d,l-Alaninazid. 10 g Toluolsulfo-d,|- 
Alaninhydrazid und 5g NaNO, werden in 750 ccm H,0 in 
der Hitze gelést und auf Zimmertemperatur abgekiihlt. Die 
Lésung wird so lange in Eis gebracht, bis die Ausscheidung 
des Hydrazids gerade beginnt. Es wird sofort mit den vorher 
hergestellten Impfkrystallen von Azid geimpft, in diinnem Stralh! 
35 com Hisessig zugegeben und das Azid unter Schiitteln 
gefallt. Die blendend weifen Krystalle werden abfiltriert. 
Ausbeute theoretisch. 

Die Impfkrystalle werden folgendermaBen hergestellt: In 
einem Reagenzglas werden einige Kornchen Hydrazid und 
NaNO, in hei’em Wasser gelést. Die Lésung nach dem Ab- 
kiihlen mit 1 Tropfen Essigsiiure angesiiuert. Nach lingerew 
Reiben erstarrt das O] krystallin. 

9. Toluolsulfo-d,l-Alanylglycin. Das aus 10 g 
Hydrazid hergestellte, noch feuchte Azid wird in kleinen 
Portionen unter Schiitteln langsam in eine Lésung von 3 g 
Glykokoll in wenig 25°/,iger Natronlauge eingetragen. Ks 
wird immer so viel Lauge und Wasser zugegeben, wie zur 
Lésung der jeweils eingetragenen Menge von Azid ndtig ist. 
Nach dem Filtrieren wird unter Kihlung mit konzentrierter 
Salzsiure bis zur kongosauren Reaktion versetzt. Das aus- 
gefallene Ol krystallisiert nach einigen Stunden. Die Krystalle 
werden aus wenig heiBem Wasser umgelést, wobei sie aber erst 
im Verlaufe von 1—2 Tagen wieder herauskommen. Ausbeute, 
bezogen auf Hydrazid, 81,5°/,. Zur Analyse war 2 Stunden 
bei 100° tiber P,O, getrocknet. 

C,.H,,O;N,8 (Mol.-Gew. 300). 

4,555 mg Substanz gaben 2,365 mg H,O, 7,990 mg CO,. 

4,334 mg * » 2,160 mg H,O, 7,690 mg CQ,. 

5,115 mg * » 0,418 com N (746 mm, 18°). 

5,740 mg a » 0,466 cem N (762 mm, 19°). 
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Gef. C 47,85 °, H 5,80 °/, N 9,22 °/, 
» 47,89 » 3,58 y 9,33 
Ber. ,, 48,00 yy D,4T »y 9,38 


Die Substanz krystallisiert aus Wasser in breiten Prismen 
und schmilzt bei 147° (korr.). Leicht léslich in heiBem Wasser 
und Alkohol. 

10. Toluolsulfo-d,l-Leucin-aithylester. 35 g Toluol- 
sulfo-d,l-Leucin werden in 150 ccm absolutem Alkohol gelést und 
trockene Salzséure bis zur Sattigung eingeleitet. Der Alkohol 
wird im Vakuum abdestilliert, der sirupése Riickstand noch 
einmal in 75 ccm Alkohol gelést und wieder Salzsiure ein- 
geleitet. Nach dem Abdestillieren im Vakuum krystallisiert 
das zuriickbleibende Ol. Die Substanz wird mit einer Lisung 
von Natriumcarbonat geschiittelt und aus Benzin umkrystalli- 
siert oder in wenig Methylalkohol gelést und mit Wasser ge- 
fallt. Bei Zimmertemperatur tiber P,O, im Hochvakuum ge- 
trocknet, schmilzt sie bei 83,5° 

C,.H,,0,NS (Mol.-Gew. 271). 
8,050 mg Substanz gaben 0,340 cem N (755 mm, 16°). 


5,880 mg m » 0,240 cem N (755 mm, 17°). 
4,420 mg “ » 3,000 mg H,O, 9,270 mg CO,. 
4,782 mg = » 3,240 mg H,O, 10,090 mg CQ,. 
Gef. C 57,21, H 7,60 °%/, N 4,88 °/, 
yy DIST 9 1558 yy 4,72 
Ber. ,, 57,32 y 1,64 1» 4,56 


Die Substanz krystallisiert aus Benzol in breiten Prismen, 
ist sehr leicht léslich in Methylalkohol, etwas weniger in Athyl- 
alkohol, schwer léslich in Wasser. 

11. Toluolsulfo-d,l-Leucin-hydrazid. 40 g Toluol- 
sulfo-d,l-Leucin-athylester werden in 150 ccm absolutem Alkohol 
gelést und durch einen Tropftrichter zu 30 g Hydrazinhydrat 
in einen Kolben mit RiickfluBkihler getropft. Die Apparatur 
ist durch Natronkalkrohr verschlossen. Der Kolben steht im 
siedenden Wasserbad. Es laufen pro Sekunde 1—2 Tropfen 
ein. Nachdem aller Ester eingelaufen ist, wird 3 Stunden 
weiter gekocht. Die Lésung wird im Vakuum eingeengt und 
mit viel Ather gefallt. Dabei fallt auch das iiberschiissige 
Hydrazinhydrat aus. Durch Verdampfen des Athers und 
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weiteres Kinengen kann mit Ather eine zweite Krystallisatioy 
erhalten werden. Das Hydrazid wird in 150 H,O suspendiert 
mit wibriger Salzsiure gerade gelést und nach dem Filtrierey 
mit Natronlauge gefallt. Ausbeute 87°/,. Umkrystallisieren 
aus wenig Alkohol. Uber P,O, bei 100° im Hochvakuum ge. 
trocknet schmilzt die Substanz bei 146° 


C,3H,,0,;N,8 (Mol.-Gew. 299). 
5,365 mg Substanz gaben 0,665 cem N (758 mm, 21°). 


5,370 mg a » 0,670 cem N (758 mm, 21°). 
4,520 mg - » 2,820 mg H,O, 8,670 mg CQ,. 
4,543 mg . 2,860 mg H,O, 8,690 mg COQ,. 
Gef. C 52,31°/, H 6,98 °/, N 14,05 %, 
» 52,18 9 7,05 » 14,18 
Ber. ,, 52,17 , 7,02 » 14,05 


Die Umsetzung erfolgt auch bei Zimmertemperatur in 
trockenen Ather-Alkohol: 2 g Ester werden in 20 ccm trockenem 
Ather gelést und dazu 1,5 g Hydrazinhydrat und so viel abso- 
luter Alkohol gegeben, bis das Hydrazinhydrat gerade gelist 
ist. Nach einigen Tagen wird der Ather abgedunstet, dabei 
schieden sich 1,7 g Krystalle ab. Lésen in verdiinnter Salz- 
siure, fallen mit Natronlauge. Ausbeute 1,6 g = 80°/, der 
Theorie. Die Substanz ist leicht léslich in Alkohol, schwer 
léslich in Wasser, Benzol und Ather, leichter in heiBem Wasser. 

12. Toluolsulfo-d,l-Leucinazid. 10 g Toluolsulto- 
d,l-Leucin-hydrazid werden zusammen mit 3 g NaNO, in 2 Liter 
Wasser in der Hitze gelést, die Lésung schnell abgekiihlt und 
mit den vorher hergestellten Impfkrystallen geimpft’) und mit 
wenig Eisessig gefillt. Unter Schiitteln und beim Kratzeu 
krystallisiert das Ol. Ausbeute 38 °/,. 

Das Azid muB sehr bald weiter verarbeitet werden, da 
es sich schnell zersetzt. Es braucht nicht gereinigt zu werden. 

13. Toluolsulfo-d,l-Leucyl-glycin. 4g Glykokoll 
werden in wenig 25°/ iger Natronlauge gelést. Dazu wird 


1) Die Impfkrystalle werden so hergestellt, daB man einige Kérnchen 
Hydrazid und NaNO, im Reagensglas in der Hitze lést, abkiihlt und 
mit einem Tropfen Essigsiiure fillt. Nach einiger Zeit krystallisier' 
unter Reiben das OI. 
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portionsweise unter Schiitteln das aus 10 g Hydrazid her- 
gestellte Toluolsulfo-d,l-Leucinazid gegeben und die zur Lisung 
notige Menge 25°/,iger Natronlauge zugetropft. Nach dem 
Filtrieren wird unter Kiihlung mit Salzsiure angesiuert. Das 
ausfallende Ol krystallisiert iiber Nacht. Ausbeute theoretisch. 
Nach einmaligem Umkrystallisieren aus Alkohol, wobei die 
Substanz Olig ausfallt, und nochmaligem Umkrystallisieren aus 
Hssigester schmilzt sie bei 92°. Nach 4stiindigem Trocknen 
im Hochvakuum schmilzt die Substanz bei 121,5° (korr.). Aus- 
beute 86 °/,. 
C,;H,.O0;N,8 (Mol.-Gew. 342). 
4,010 mg Substanz gaben 0,289 cem N (760 mm, 16°). 


4,510 mg ia 5 0,318 cem N (760 mm, 16°). 
4,327 mg ss 5, 2,080 mg H,O, 8,850 mg CQ,. 
4,339 mg ” » 2,050 mg H,O, 8,390 mg CO,. 
Gef. C 52,62 °%), H 6,67 °%, N 8,87 °, 

> 52,74 6,57 » 8,16 

Ber. ,, 52,36 » 6,43 » 8,19 


Die Substanz ist léslich in Alkohol, heiBem KEssigester 
und Benzol, schwer léslich in Wasser und Ligroin. 


III. Darstellung sulfonierter Peptide mit Hilfe der Saure- 
chloride nach E. Fischer. 

1. Toluolsulfo-glycylglycin. 2g Toluolsulfo-glykokoll, 
trocken und fein gepulvert, werden in einem Rundkolben 
mit langem Steigrohr und Chlorcalciumréhrchen mit 7 ccm 
Thionylchlorid im Wasserbad auf 45—50° erhitzt, bis alle 
Substanz in Liésung gegangen ist und sich kein Gas mehr 
entwickelt. Das Thionylchlorid wird unter leichtem Erwirmen 
an der Wasserstrahlpumpe unter Zwischenschaltung eines 
Trockenturmes abgesaugt. Die Temperatur darf nicht iiber 
40° steigen. Wenn man das Sieden nicht unterbricht, so 
geniigt ein kleiner Siedestein, bis alles Thionylchlorid ent- 
fernt ist. Nachdem das Sdurechlorid auskrystallisiert und 
trocken ist, wird das Kélbchen weitere !,—3 Stunden bei 40° 
evakuiert. Der Riickstand wird in 20 ccm trockenem Benzols 
gelést; um die letzten Spuren von Thionylchlorid zu entfernen, 
wird ein kleiner Teil des Benzols bei 35° abgesaugt. In Ab- 
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stinden von 1 Stunde wird je 1), der Benzollésung zu einer 
Lésung von 1g Glykokoll in 11,5 ccm (2/2-Natronlauge ge. 
geben und auf der Maschine geschiittelt. Nach der Zugabe 
der letzten Portion Benzol wird so lange weiter geschiittelt. 
bis sich im Benzol nur noch Spuren von Salzsiure nachweisen 
lassen (1 Tropfen wird mit Natronlauge im Reagenzglas ge- 
schiittelt und die wiBrige Lésung salpetersauer mit 1 Tropfen 
Silbernitrat gepriift). Die wiBrige Lésung wird vom Benzol ab- 
getrennt, filtriert und mit Salzsiure angesiuert. Das ausfallende 
Ol krystallisiert tiber Nacht. Umkrystallisieren aus Wasser, 
Schmelzp. 176° Die Substanz ist identisch mit der iiber das 
Hydrazid hergestellten. Se 

2. Toluolsulfo-d,l-Leucylglycin. 10g d,l-Leucy! 
werden mit 35 ccm Thionylchlorid 20 Minuten auf 40—45° in 
einem Kélbchen mit Steigrohr und Chlorcalciumréhrchen er- 
wirmt, bis alles gelést ist und sich kein Gas mehr entwickelt 
und dann weiter wie oben gearbeitet. Es wurde in 50 ccm 
wasserfreiem Benzol gelést, ein Teil des Benzols bei 35° ab- 
gesaugt und in 4 Portionen im Abstand von_1 Stunde zu einer 
Lésung von 6,5 g Glykokoll und 60 ccm ‘n/2-Natronlauge ge- 
geben und auf der Maschine geschiittelt. Nach Zugabe der 
letzten Portion wird so lange geschiittelt, bis das Benzol keine 
Salzsiure mehr enthalt. Die waBrige Lésung wird abgetrennt. 
filtriert und mit Salzsiure angesiiuert.: Das ausfallende (1 
krystallisiert bald. Umkrystallisieren aus Alkohol, Ausbeute 
90°), Schmelzp. 121°. Die Substanz ist identisch mit der 
iiber das Hydrazid hergestellten. 

3. Toluolsulfoglycyl-d,l-phenylalanin. Das aus 
7,1 g Toluolsulfo-glykokoll hergestellte Toluolsulfoglykokoll- 
chlorid wird in 50 ccm Benzol gelést und in 4 Portionen in 
Abstanden von 1 Stunde zu einer Liésung von 7,5 g Pheny!- 
alanin in 55 ccm 2n-Natronlauge gegeben und auf der Maschine 
geschiittelt. Nach Zusatz der letzten Portion wird 2 Stunden 
weiter geschiittelt. Die Benzollésung enthalt dann keine Salz- 
siure mehr. Etwa ausgeschiedene Krystalle werden durch 
Zusatz von mehr Wasser gelést, die waBrige Lésung abgetrennt. 
filtriert und mit Salzsiure angesiuert. Das ausgefallene 
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krystallisiert im KHisschrank iiber Nacht. Das iiberschiissige 
Phenylalanin kann aus der Mutterlauge durch Neutralisieren 
und EKimengen zuriickgewonnen werden. Umkrystallisieren aus 
60°/,igem Alkohol. Da die Substanz dabei als Ol ausfiillt, 
wird sie in Alkohol gelést und mit Wasser gefillt. Ausbeute 
87°/,. Trocknen tiber P,O, 2 Stunden bei 100° im Vakuum. 
C,3H,.0;N.S (Mol.-Gew. 376). 
8,810 mg Substanz gaben 0,247 cem N (767 mm, 21°). 


4,440 mg “ » 0,288 cem N (767 mm, 21°). 
4,466 mg ‘s » 2,040 mg H,O, 9,355 mg CQ,. 
4,793 mg - ,» 2,840 mg H,O, 10,080 mg CQ,. 
Gef. C 57,40%, H 5,50°, N 7,449), 
9 37,33 1» Dy46 > 7,48 
Ber. ,, 57,41 »> 9,05 7,45 


Die Substanz ist sehr leicht léslich in Alkohol, Hssigester, 
Benzin, schwer léslich in kaltem, wenig léslich in heiBem 
Wasser. Sie krystallisiert aus Alkohol in feinen Nadeln. 

4, ann ae ages 10 g Toluolsulfo- 
d-alanin!) ((@]h' = — 6,74°) werden mit 25g Thionylchlorid im 
Wasserbad auf 45-—50° erhitzt, bis alles unter Gasentwicklung 
in Lésung gegangen ist. Dabei farbt sich die Fliissigkeit braun- 
rot. Das Thionylchlorid wird im Vakuum unter Zusatz eines 
Siedesteines bei 30—40° abgesaugt, das auskrystallisierte braune 
Chlorid in 60 ccm trockenem Benzol gelést und ein kleiner Teil 
des Benzols bei 35° abgesaugt. 

9 gl-Leucin ([@]p’ = + 11,73° statt 15,6°) werden in 45 com 
2n-Natronlauge gelést. Zu der Lésung wird in Abstianden von 
1 Stunde je 1/, der Benzollésung gegeben, und auf der Maschine 
geschiittelt. Nach Zugabe der letzten Portion wird das Schiitteln 
3 Stunden fortgesetzt. Die tiefbraune, waBrige Losung wird ab- 
getrennt, filtriert und mit konzentrierter Salzsiiure bis zur kongo- 
sauren Reaktion versetzt. Die ausgeschiedene braune Krystall- 
masse wird aus 150 ccm 30°/,igem Alkohol unter Zusatz von 
Tierkohle umkrystallisiert. Nach zweimaligem Umkrystallisieren 
hatte die Substanz den Schmelzpunkt 186° (korr.). Zur Ana- 
lyse wurde 2 Stunden im Hochvakuum iiber P,O, bei 100° 
getrocknet. 


——— 


1) Chem. Ber. Bd. 48, 8S. 363 (1915); Bd. 49, 5. 1355 (1916). 
Hoppe-Seyler’s Zeitschrift f. sesh Chemie. CLIV. 15 
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C,.H4O;N.S (Mol.-Gew. 356). 
3,260 mg Substanz gaben 0,228 cem N (759 mm, 22°). 


3,895 mg * », 0,256 cem N (769 mm, 18°). 
4,570 mg - » 2,800 mg H.O, 9,000 mg CO,. 
4,280 mg ‘ » 2,690 mg H,O, 8,480 mg CQ,. 
Gef. © 53,70°/, H 6,86°/, N 7,92°/, 
» 58,71 »» 1,08 y 1,82 
Ber. ,, 53,39 y 6,74 y 1,86 


Zur Bestimmung der optischen Drehung wurde die Lisung 
in absolutem Alkohol benutzt: 
— 0,70° x 589,06 x 2 
[ec|b’ = 30,72 x 0,805 
Die Substanz ist sehr schwer léslich in kaltem, etwas 
leichter in heiBem Wasser, leicht in Alkohol. Sie krystallisiert 
aus waBrigem Alkohol in sechsseitigen rhombischen Prismen. 
5. Toluolsulfo-sarkosyl-d-alanin. 8 g Toluolsulfo- 
sarkosin werden mit 35 ccm Thionylchlorid tibergossen und 
bei 40—45° 15 Minuten im Wasserbad erhitzt. Nachdem 
alles gelést ist und keine Gasentwicklung mehr stattfindet, 
wird im Vakuum bei 30—35° das Thionylchlorid abgesaugi 
und das auskrystallisierte Chlorid weiter 1/, Stunde bei 40° im 
Vakuum getrocknet. Es wurde in 40 ccm wasserfreiem Benzol ge- 
lést und ein kleiner Teil des Benzols im Vakuum bei 35° abgesaugt. 
5g d-Alanin ([@]p>° = + 7,28°) werden in 70 com 2n-Na- 
tronlauge gelést und in Abstiinden von 1 Stunde wird je 1/, de: 
Benzollésung zugegeben und geschiittelt. Das Schiitteln wird 
bis zur chlorfreien Reaktion des Benzols fortgesetzt. Die waBrige 
Lisung wird abgetrennt, filtriert und mit Salzsiure angesiiuert. 
Nachdem das ausgefallene Ol erstarrt ist, wird filtriert und aus 
10°), igem Alkohol umkrystallisiert. Da die Substanz dlig 
ausfallt, wird sie in wenig Alkohol gelést und mit wenig Wasser 
vorsichtig gefallt. Ausbeute 9,5 g = 90°/, der Theorie. Die 
Substanz schmilzt bei 157° (korr.). 


= — 30,52°. 





3,796 mg Substanz gaben 0,285 eem N (764 mm, 15°), 
3,640 mg a » 0,282 eem N (764 mm, 16°). 
4,504 mg o » 2,430 mg H,O, 8,200 mg CQ,. 
4,370 mg ___s, » 2,190 mg H,O, 7,900 mg CO,. 








SC 


di 


Si 


JQ. 
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Gef. C 49,65°/, H 6,04°/, N 8,78°/, 
» 49,29 »» 5,61 » 9,02 
Ber. ” 49,56 ” 5,73 ” 8,92 


Die Substanz ist sehr leicht léslich in Alkohol, schwer 
ljslich in kaltem, etwas leichter in heiBem Wasser. Sie kry- 
stallisiert aus Alkohol in langen, flachen Nadeln. 

Zur Bestimmung der optischen Drehung wurde in ab- 
solutem Alkohol geldst. 

— 0,288 x 1,6956 
Le |b’ =~) 0980 x 0,818 

Bei Wiederholung der Darstellung mit einem d-Alanin, 
das als solches durch Analyse sichergestellt war und in Salz- 
siure [a]h' = + 9,60° ergab, wurde ein Praparat erhalten von 
sleichem Schmelzpunkt und von richtiger Zusammensetzung. 

ee 9 ” 
(el = Serr x ggor ~~ 108° 


— — 6,09 °. 


IV. Abspaltung des Toluolsulforestes mit konzentrierter 
Jodwasserstofisaure. 

1. Glycylglycin. 6 g Toluolsulfo-glycylglycin werden 
im zugeschmolzenen Rohr mit 60g Jodwasserstofisiure (D 1,96) 
und 5g Jodphosphonium im Wasserbade bei 55° so lange 
mibig geschiittelt, bis die gelbe Fliissigkeit bei ruhigem Liegen 
innerhalb von 15 Minuten nicht mehr nachdunkelt (5—6 Stunden!). 
Nach dem Abkiihlen erstarrt das zuerst dlig abgeschiedene 
Tolylmercaptan bald krystallin. Der Rohrinhalt wird mit wenig 
Wasser, welches das Jodphosphonium zersetzt, durch eine 
Jenaer Glasnutsche in einem Claisenkolben filtriert und im 
Hochvakuum bei 50° zum gelben Sirup eingedampft. Dieser 
wird in etwa 50 ccm Wasser gelést und mit reinem Silberoxyd 
geschiittelt, bis die Liésung jodfrei ist. Das abfiltrierte Silber 
wird mit heigem Wasser ausgekocht. Das Filtrat wird mit 
Schwefelwasserstoff behandelt, filtriert und im Vakuum auf ein 
kleines Volumen eingedampft. Nach genauer Neutralisation 
mit Ammoniak und Salzsiure wird im Vakuumexsiccator zur 
Trockne gebracht. Das Glycylglycin wird in wenig Wasser 
geldst und mit Alkohol gefillt. Ausbeute 94°/,, nach Abzug 


von 3,1°/, anorganischem Riickstand. Um den Riickstand 
15* 
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vollig zu entfernen, wurde 3mal in Wasser gelést und mit 
Alkohol gefillt. 


4,343 mg Substanz gaben 2,380 mg H,O, 5,710 mg COQ,. 


5,324 mg 1 » 2,860 mg H,O, 7,030 mg CO,. 
C,H,O,N, Mol'-Gew. 1382. 
Gef. C 36,28"), H 6,20°/, 
> 36,81 > 6,06 
Ber. ,, 36,30 , 6,07 


Wenn man die Destillation im Hochvakuum vermeiden 
will, so gieBt man den Rohrinhalt in 200 ccm Wasser, gibt 
unter Kiihlung langsam 150g Bleioxyd hinzu und schiittel: 
1 Stunde. Nach dem Filtrieren wird der Rest der Jodwasser- 
stoffsiure durch Schiitteln mit Silberoxyd entfernt. Nach den 
Kinleiten von Schwefelwasserstoff wird die Liésung weiter be- 
handelt wie oben. 

Der Nachteil dieser Methode ist der, daB sich die Aus- 
beute um etwa 10°/, verringert und da8 durch die grofen 
Mengen Bleioxyd, selbst wenn man mdglichst reines verwendet, 
viel anorganische Verunreinigungen hineingebracht werden, die 
durch die Umfaillung mit Alkohol nur schwer zu beseitigen sini. 

2. Glycyl-d,l-alanin. 8,7 g Toluolsulfo-glycyl-d,l-alanin 
werden zusammen mit 100 g Jodwasserstoffsiure und 8 g Jod- 
phosphonium etwa 5 Stunden im Wasserbad bei 50—55° ge- 
schiittelt, bis die gelbe Fliissigkeit bei ruhigem Liegem nicht 
mehr nachdunkelt. Der Inhalt des Rohres wird durch eine 
Glasfrittennutsche in einen Claisenkolben abgesaugt, mit etwa 
dem halben Volumen Wasser nachgewaschen, wodurch das 
Jodphosphonium zersetzt wird. Die Jodwasserstoffsiure wird 
im Hochvakuum bei 45—50° Wasserbadtemperatur und 
2—3 mm Druck abdestilliert. Der zuriickbleibende, dicke, 
gelbe Sirup wird in Wasser gelést und daraus mit feuchtem 
Silberoxyd alles Jod und Phosphat entfernt. Der Silberriick- 
stand wird mit Wasser ausgekocht. Nachdem die Lésung mit 
Schwefelwasserstoff behandelt und filtriert worden ist, wird sie 
im Vakuum bis zur Krystallabscheidung eingeengt. Im Vakuum- 


exsiccator wird sie weiter eingeengt und nach genauer Neutralli- 


sation mit Ammoniak und Salzsiiure wurde der Rest mit Alkoho! 











om i_¥..% 2. e5 
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cefillt. Durch nochmaliges Lésen in Wasser und Fallen in 
Alkohol wird sie gereinigt. Abziiglich eines anorganischen 
Riickstandes von 2,1°/, war die Ausbeute 2,65 g = 90°), der 
Theorie. Um zu einem vdllig riickstandfreien Priparat zu 
kommen, mubBte es noch 3mal in wenig Wasser gelést und 
mit Alkohol gefallt werden. Zur Analyse wurde im Vakuum 
bei 100° tiber P,O, getrocknet. 
C,H,,O,;N, (Mol.-Gew. 146). 
4,220 mg Substanz gaben 0,715 cem N (755 mm, 19°). 


3,710 mg a » 0,638 eem N (750 mm, 19°). 
4,105 mg - » 2,640 mg H,O, 6,120 mg CQ,. 
4,140 mg », 2,570 mg H,O, 6,200 mg CO,. 
Gef. C 41,34°/, HI 7,31°/, N 19,28°/, 
41,30 » 1,12 , 19,44 
Ber. ,, 41,10 » 6,85 » 19,18 


3. Glycyl-d,l-leucin. 4,5 ¢ Toluolsulfo-glycyl-d,l-leucin 
werden mit 4 g Jodphosphonium und 50 g Jodwasserstofisiure 
‘D 1,96) behandelt wie Priparat 1. Die im Vakuumexsiccator 
auskrystallisierte Substanz wurde 2 mal in wenig Wasser geldést 
und mit Alkohol gefallt. Nach Abzug eines anorganischen 
tiickstandes von 38°/, war die Ausbeute 87°/, der ‘Theorie. 
Zur volligen Entfernung des Riickstandes wurde noch 3 mal 
mit Alkohol gefillt. 

C,H,,0,N. (Mol.-Gew. 188,16). 
4,028 mg Substanz gaben 3,008 mg H,O, 7,549 mg CQ,. 
Gef. C 51,11°/, H 8,36°/, 
Ber. ,, 51,00 » 9,57 

d. d,l-Alanyl-glycin. 7,10 g Toluolsulfo-d,l-alanyl-glycin 
und 5 g Jodphosphonium und 75 g Jodwasserstoffsiiure (D 1,96) 
werden behandelt wie bei Priparat1. Die im Vakuumexsiccator 
auskrystallisierte Substanz wird in wenig Wasser gelést und 
mit absolutem Alkohol gefallt. Nach Abzug eines Riickstandes 
von 4°/, war die Ausbeute 91°/, der Theorie. Zur Analyse 
wurde, um das Praparat véllig riickstandfrei zu erhalten, noch 
3mal aus Wasser durch Alkoholzusatz umgefallt und im 
Vakuum iiber P,O, getrocknet. 

C;H,,O,;N, (Mol.-Gew. 146). 
4,131 mg Substanz gaben 2,802 mg H,O, 6,423 mg CQ,. 
4,264 mg es » 2,634 mg H,O, 6,355 mg COQ,. 
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Gef. C 40,91°/, H 6,92°/, 
» 41,09 6,81 
Ber. ,, 41,10 yy 6,85 


6. d,l-Leucyl-glycin. 5,4 g Toluolsulfo-d,l-leucyl-glycin 
werden mit 4 g Jodphosphonium und 60 g Jodwasserstoffsiure 
behandelt wie bei Praparat 1. Die im Vakuumexsiccator zur 
Trockne gebrachte Substanz wurde in wenig Wasser gelist 
und mit absolutem Alkohol gefallt. Nach Abzug des an- 
organischen Riickstandes von 4,1°/, war die Ausbeute 91°) 
der Theorie. Zur Analyse wurde, um den Riickstand zu ent- 


fernen, 4mal in wenig Wasser gelést und mit Alkohol gefillt. 
C,H,,O,N,. (Mol.-Gew. 188,1). 
4,818 mg Substanz gaben 9,060 mg CO,, 3,690 mg H,0O. 
Gef. © 51,15°), H 8,45°/, 
Ber. ,, 51,06 8,51 
d-Alanyl-l-leucin. 8 g ‘loluolsulfo-d-alanyl-1-leucin 
werden mit 80 g Jodwasserstoffsiure (D 1,96) und 8 g Jod- 


phosphonium 8 Stunden bei 65° im Wasserbad geschiittelt. 


Nach dem Abdestillieren der Jodwasserstoffsiure und Fallen 
mit Silber und Schwefelwasserstoff wird die Substanz zur 
Trockne gebracht und mit viel absolutem Alkohol ausgezogen. 
Nachdem der Alkohol auf ein Volumen von 100 ccm gebracht 
worden ist, krystallisiert die Substanz in feinen langen Nadeln 


aus. Ausbeute 84°/,, 
C,H,,0,;N, (Mol.-Gew. 202,1). 
4,812 mg Substanz gaben 3,94 mg H,0O, 9,315 mg CO,. 


Gef. C 52,78°, H 9,16°/, 
Ber. ,, 53,20 » 9,36 
—0,89- 545,40 


20 ; a a 0 
Le) Terma 14 


Emil Fischer [B. 40, 8. 1754 (1907)| gibt fiir die 
Drehung von d-Alanyl-l-leucin — 17,21° an. 





Geldliche Unterstiitzungen vonseiten der Rockefeller-Stiftung 
und der Notgemeinschaft der deutschen Wissenschaft ermig- 
lichten mir die Anfertigung der Arbeit; es ist mir ein Bediirfnis, 
beiden auch an dieser Stelle zu danken. 

An der Darstellung der optisch aktiven Verbindungen ist 
Herr Dr. Viehl beteiligt. 
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Uber die Einwirkung von Mercuriacetat auf Cholesterin. 
Von 
Wilhelm Merz. 
(Durchgefiihrt mit Unterstiitzung der Rockefeller- Foundation.) 


(Aus dem physiol.-chem. Inst. der Univ. Tibingen und der Landesversuchsanstalt fiir 
landw. Chemie der landw. Hochschule Hohenheim.) 


(Der Redaktion zugegangen am 12. Februar 1926.) 


Die von Windaus aufgestellte Konstitutionsformel des 
Cholesterins') darf dank der unermiidlichen Arbeit dieses 
Forschers und einer Reihe anderer Autoren als der bei weitem 
wahrscheinlichste Ausdruck unserer Kenntnisse des Cholesterins 
velten. 


ae sy 
H,c—GH CH, AE, 


| | 
CH CH—CH,—CH—CH,—CH,—CH,—CH 


Pa ill | \CH 
CH, CH CH, 3 


CHOH CH 


Allerdings mu8 man sich vor Augen halten —- was bei 
der Aufstellung der Formel betont wurde —, daB die An- 
ordnung der Kohlenstoffe nur in der Seitenkette und in Ring I 


') Uber Konstitutionsfragen u. Literatur vgl. Windaus in Abderh. 
Handbuch der biol. Arbeitsmethoden, Abt. I, Bd. 6, S. 169 (1922). 
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und IJ auf experimentelle Befunde zuriickgeht, daB die An. 
ordnung einer Reihe von Kohlenstoffen dagegen noch willkiirlich 
ist. Es ist deshalb naheliegend, zu versuchen, diese Unsicherheit 
iiber das Kohlenstoffskelett durch Dehydrierung zu _ beheben. 
Vielleicht 1a8t sich auf Grund der Beobachtung von Diels‘, 
daB Palladium bei allerdings bedenklich hoher Temperatur auf 
Sholesterin dehydrierend einwirkt, ein besserer Einblick er- 
méglichen. 

Bei einige Jahre zuriickliegenden Versuchen zur De- 
hydrierung hatte Prof. Brig] unter anderem auch Mercuri- 
acetat in Kisessig als méglicherweise brauchbares Dehydrie- 
rungsmittel auf Cholesterin einwirken lassen und dabei eine 
lebhafte Reaktion erzielt, die sich in der starken Abscheidung 
von Mercuroacetat zeigte. Ks hitte sich sehr wohl um eine 
Dehydrierung handeln kénnen, da Mercuriacetat zur Dehydrie- 
rung hydroaromatischer Basen von Tafel”) und nach ihm von 
GZJadamer’) mit gutem Erfolg benutzt worden ist. Die Aul- 
klarung der Reaktion zwischen Cholesterin und Mercuriacetat 
war die dem Verfasser gestellte Aufgabe. 

Die Reaktion verliuft offenbar nicht einheitlich. Es ent- 
steht ein kompliziertes Gemisch, dessen Aufteilung noch da- 
durch erschwert ist, daB einzelne der entstandenen Produkte 
auBerordentliche Neigung zeigen, Komplexverbindungen ein- 
zugehen, eine EKigenschaft, die ja besonders aus der nahe ver- 
wandten Gallensiurechemie her bekannt ist. Es sei nur 
erinnert an Wielands*) Feststellung iiber die komplexe Natur 
der Choleinsiuren. Aus dem vorliegenden Gemisch wurde in 
krystallisierter reiner Form nicht ein Dehydrierungsprodukt 
gefaBt, sondern ein Substitutionsprodukt des Cholesterins, be! 
dem ein Wasserstoffatom durch den Quecksilberacetatrest 
ersetzt ist. Es ist Mercurierung des Cholesterins in erheb- 
lichem Grade eingetreten. 


Quecksilberderivate von hydroaromatischen Verbindungen sind bis- 





1) Diels u. Giidke, Chem. Ber. Bd. 58, S. 1231 (1925). 

2} Chem. Ber. Bd. 25, 8. 1619 (1892). 

3) Arch. d. Pharm. Bd. 253, 8. 274 (1915). 

*) Wieland u. Sorge, Diese Zs. Bd. 97, S. 1—27 (1916). 
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her nur recht wenige bekannt. Erinnert sei an die Quecksilberverbin- 
dungen des Terpineols.') Die Eigenschaften des hier isolierten Queck- 
silberk6rpers erinnern sehr an die der aromatischen Quecksilberverbin- 
dungen, wie sie zuerst von Dimroth genauer studiert worden sind. In 
neuerer Zeit haben ja derartige Quecksilberverbindungen wieder erhéhtes 
Interesse gewonnen wegen ihrer stark desinfizierenden Wirkung. 
Schoeller und Schrauth haben eine grobe Anzahl never Quecksilber- 
verbindungen dargestellt und pharmakologisch gepriift.2) Die grund- 
legenden Untersuchungen von Dimroth*) und die darin ausgearbeiteten 
Methoden zur Analyse und Konstitutionsbestimmung wurden in der 
vorliegenden Arbeit immer wieder zu Konstitutionsbestimmungen des 
Cholesterinderivates herangezogen. 

Bei der Mercurierung des Cholesterins wurde das Reaktions- 
produkt als Cholesterinquecksilberchlorid gefaBt von der 
Formel C,,H,,OHgCl. Die Analyse des recht schwer ver- 
brennlichen Kérpers stieB zuerst auf einige Schwierigkeiten, 
deren Uberwindung dann gelang, wie im experimentellen Teil 
in Abschnitt 2 genauer geschildert ist. Neben diesem Queck- 
silberkérper war noch ein zweites krystallisiertes Produkt zu 
fassen mit erheblich geringerem Quecksilbergehalt, das sich 
dann als eine lose Komplexverbindung von Cholesterin mit 
dem Cholesterinquecksilberchlorid herausstellte. 

Diese Quecksilberkérper schienen insofern von einigem 
Interesse zu sein, weil gerade wegen der Verwandtschaft des 
Kérpers mit dem in den K6rperzellen vorhandenen Cholesterin 
und seiner groBen Neigung, mit Cholesterin zusammenzutreten, 
pharmakologische Wirksamkeit denkbar war. Herr Geheimrat 
Kolle hatte sich lebenswiirdigerweise bereit erklirt, eine 
Priifung auf bakterizide Eigenschaften im Georg Speyer-Haus 
in Frankfurt vornehmen zu lassen, wofiir ich nicht verfehlen 
méchte, auch an dieser Stelle meinen herzlichsten Dank zu 
sagen. Es stellte sich jedoch heraus, daf die Wirksamkeit 
des Quecksilberkérpers keine sehr hohe war, teilweise wohl 





1) Sand u. Singer, Chem. Ber. Bd. 35, 5. 3170 (1902). 

2) Schoeller u. Schrauth, Chem. Zbl. 1912, I, S. 596; Zs. f. Hyg. 
u. Infekt.-Krankh. Bd. 70, S. 24—84 (1911); Schoeller, Chem. Zbl. 
1923, III, S. 86; Zs. f. Hyg. u. Infekt.-Krankh. Bd. 82, 8S. 279—288 (1915). 

3) Chem. Ber. Bd. 31, S. 2154 (1898); Bd. 32, 758 (1899); Bd. 35, 
S. 2082 (1902). 
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infolge seiner auBerordentlich geringen Léslichkeit. AuBerdem 
waren wohl aus dem gleichen Grunde, wenn subcutan gegeben, 
starke lokale Reizungen zu beobachten. Etwas bessere Re- 
sultate lieBen sich mit der Doppelverbindung mit Cholesterin 
erzielen (Niheres im Versuchsteil). 

DaB es sich bei dem Quecksilberkérper C,,H,,OHg(] um 
ein Substitutionsprodukt des Cholesterins und nicht etwa eines 
teilweise dehydrierten Cholesterins handelte, war aus der 
Elementaranalyse allein nicht mit Sicherheit zu erschlieBen. 
Ks muBte daher das Quecksilber aus dem Substitutionsprodukt 
wieder entfernt und durch Wasserstoff ersetzt werden. Gelang 
das in einfacher Reaktion und war das Reaktionsprodukt. wirk- 
lich Cholesterin, so war der gewiinschte Beweis erbracht. Dies 
wurde zuerst auf einem Umwege versucht, durch Ersatz des 
Quecksilbers durch Jod, und Herausschaffen des Jods durch 
Reduktion. Hieriiber wird im Anschlu8 an die Darstellung 
des Jodkérpers weiter unten berichtet werden. Bei dem ge- 
schilderten Verfahren bestand das Bedenken, daB das gewihlte 
Reduktionsmittel nicht nur Jod gegen Wasserstoff ersetzt 
hatte, sondern gleichzeitig auch an eine neuentstandene emp- 
findliche Doppelbindung Wasserstofi angelagert war. Dieser 
Einwand laBt sich nicht erheben gegen folgende Methode des 
direkten Ersatzes des Quecksilbers durch Wasserstoff. Durch 
die Einwirkung von starker Salzsiure, die in Form eines Ge- 
misches von Ather und konzentrierter Salzsiure angewandt 
wurde, mit Riicksicht auf die minimale Léslichkeit des Queck- 
silberkérpers in rein wiBrigen Lisungen, erfolgte glatte Spaltung 
der Substanz in Cholesterin und Sublimat nach der Gleichung: 

C,,H,,O0HgCl + HCl = C,,H,,0 + HgCl,. 
Das Cholesterin lieB sich durch Mischschmelzpunkt, Analyse 
und Derivate einwandfrei als solches identifizieren. 

An weiteren Umsetzungen des Quecksilberkérpers wurde 
die Kinwirkung von Halogen studiert, wobei Ersatz des Queck- 
silberrestes durch Halogen zu erwarten war. Dabei bestand 
aber insofern eine Schwierigkeit, als der Stoff noch die Doppel- 
bindung des Cholesterins enthielt, die mit Halogen gleichfalls 
reagieren konnte. Es wurde deshalb als Halogen das Jod 
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genommen, nachdem Versuche mit Brom zu keinem einheit- 
lichen krystallisierten K6rper fiihren wollten. Die ‘T'endenz 
des Cholesterins zur Anlagerung von Jod an die Doppelbindung 
ist offenbar nur noch sehr gering, denn unter den gleichen 
Bedingungen, unter denen Cholesterin mit Brom das charak- 
teristische Dibromid gibt, bleibt es bei Anwendung von Jod un- 
verindert. Es gelang so, den Quecksilberrest durch Jod-+-S zu er- 
setzen ohne weitere Sekundirreaktion und ein Monojodcholesterin 
von der Formel C,,H,.OJ in schénen Krystallen zu erhalten: 
C,,H,OHgCl + 23 = C,,H,,0J + HgClJ. 

Dieser Jodkérper enthielt noch die urspriingliche Hydroxyl- 
gruppe des Cholesterins, denn er lieS sich in ein charak- 
teristisches Acetat verwandeln, auBerdem die Doppelbindung, 
denn er zeigte noch Additionsfihigkeit fiir Brom; jedoch war 
hier das Produkt nicht einheitlich zu fassen, da neben der 
Addition sich sehr bald Substitution bemerkbar macht durch 
Auftreten von Bromwasserstoff und Jod. In diesen Reaktionen 
des Jodkérpers liegen weitere Beweise fiir die angenommene 
Struktur seiner Muttersubstanz, des Quecksilberkorpers. 

Der Jodkérper sollte nun weiter dazu dienen, indirekt 
den Ort zu bestimmen, an dem bei der Mercurierung das 
(Juecksilber eingetreten war. Es war schwer vorauszusehen, 
welche Gruppen im Cholesterin auf das Quecksilber orien- 
tierend eingewirkt haben konnten. Immerbin kamen als 
reaktionsfaihigste Stellen die Hydroxylgruppe und die Doppel- 
bindung in erster Linie in Frage, so da der Ort des Queck- 
silbers in Ring | oder II am ehesten zu suchen war. 

War die orientierende Gruppe die Hydroxylgruppe, so 
lag in dem Jodkérper eventuell eine Substanz vor, in der 
Hydroxyl und Halogen in Nachbarstellung standen. Ist doch 
bei der Mercurierung aromatischer Verbindungen die o-Stellung 
bevorzugt. Es wurde deshalb versucht, ob durch Einwirkung 
von Alkali eine Abspaltung von Jodwasserstofi unter Bildung 
eines Athylenoxyds zu erzielen war, so wie aus Dichlorhydrin 
Kpichlorhydrin wird: ‘ 


as 
CH,Cl-CHOH-CH,Cl + KOH = CH,-CH-CH,Cl + KCl + H,0O. 
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Die Neigung des Jodkérpers zur Jodwasserstoffabspaltun¢ 
war jedoch sehr gering, erst schmelzendes Alkali bewirkte sie, 
Dieser Versuch sprach gegen die o-Stellung von Jod und 
Hydroxylgruppe. 

Gegen die o-Stellung sprach auch ein weiterer Versuch 
bei dem der Jodkérper der Kinwirkung von Kaliumhypobromit 
unterworfen wurde. Diels und Abderhalden haben dieses 
Reagens in die Cholesterinchemie eingefiihrt und damit eine 
glatte Aufspaltung des Ringes I zu einer Dicarbonsiure erzielen 
kénnen 3): 

Co5H CosH ye 


CH,.—-—CHOH + 40 = COOH COOH + H,0. 
Auch beim Jodkérper tritt die analoge Reaktion ein, es 
bildet sich eine jodhaltige Dicarbonsiure von der Forme! 
C,,H,,0,J, die in Form ihres Silbersalzes gefaBt und analysiert 
wurde. ‘Trotz der gut stimmenden Analyse gelang es nicht, 
die zugrunde liegende freie Siure in krystallinischer Form 
zu erhalten. Immerhin darf wohl aus dem Versuch so viel 
geschlossen werden, daB genau wie beim Cholesterin selbst, 
auch hier die Bildung der beiden Carboxylgruppen durch Aui- 
spaltung zwischen den Kohlenstoffen 3 und 4 erfolgt ist, denn 
wiire sie an einer anderen Stelle erfolgt, so hitte man eine 
jodhaltige Oxydicarbonsiure erwarten miissen. Es steht diese 
SchluBfolgerung auch vollkommen im Einklang mit den Er- 
fahrungen von Windaus, der eigentlich regelmaBig eine 
Aufspaltung an Ring I erzielte, solange die freie Hydroxy!- 
gruppe des Cholesterins noch anwesend war. Danach kime 
als Ort des Quecksilbers das Kohlenstoffatom 3 nicht in Frage. 


Bei der Darstellung der Jodsiure wurde in einem Fall in kleinen 
Mengen eine jodfreie krystallisierte Dicarbonsiiure gefaBt, deren Analyse 
einigermafen auf die Formel C,,H,,0, stimmte. Die niichstliegendste 
Erklirung wiire, daB es sich um eine Oxydicarbonsiure handelte, ent- 
standen aus der Joddicarbonsiiure durch Austausch von Jod gegen 
Hydroxy]. Eine Mikrohydroxylbestimmung ergab jedoch einen um 1°, 
zu niedrigen Wert. Leider gelang es nicht, die Siure wieder zu fassen, 
so dai die Analysen wiederholt werden konnten. War jedoch die Ver- 











1) Chem. Ber. Bd. 36, 8. 3179 (1903); Bd. 87, S. 3092 (1904). 
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mutung iiber die Konstitution dieser Siiure richtig, so hatte man sie even- 
tuell auch erwarten kénnen bei Einwirkung von Alkali auf die Jod- 
dicarbonsiiure. Aus dieser Uberlegung heraus wurde die Jodsiiure mit 
5°/,iger Kalilauge cinige Stunden erhitzt, wobei das Jod allmihlich in 
ionisierte Form iiberging. Es gelang, aus dem Reaktionsprodukt eine 
krystallisierte Siure zu fassen, deren Schmelzpunkt jedoch um iiber 
100° niedriger lag, als der der oben erwihnten Oxydicarbonsiure. Die 
Titration ergab einen Wert, der unter der Annahme von 27 Kohlenstoffen 
in der Mitte zwischen dem fiir eine Mono- und eine Dicarbonsiiure zu 
berechnenden lag. Da danach zu befiirchten war, da8 es sich um ein 
Gemisch handelte, dessen Aufteilung gréSere Materialmengen erforderte, 
muBte auf die weitere Untersuchung dieses Kérpers vorliufig verzichtet 


werden. 

Kin Eimblick in die Konstitution des Cholesterinqueck- 
silberchlorids wurde nun ferner durch Oxydation des Queck- 
silberkérpers selbst versucht, und bis zu einem gewissen Grade 
auch erreicht, indem sich aus den Versuchen folgern lift, daB 
auch die Doppelbindung des Cholesterins im Ring II, die 
Kohlenstoffe 6 und 7, an der Bindung des Quecksilbers nicht 
beteiligt sein kénnen. Da der Quecksilberkérper gegen Siuren 
empfindlich war und leicht Quecksilber abspaltete, kamen nur 
alkalische Oxydationsmittel in Frage. Mit Hypobromit verlief 
die Oxydation auSerordentlich triage, wihrend Kinwirkung von 
Kaliumpermanganat, wegen der Léslichkeitsverhiltnisse des 
(Juecksilberkérpers in Acetonlésung nach Sachs’) angewandt, 
eine lebhafte Reaktion ausléste, bei der es zu einer Abspaltung 
von Quecksilber kam. 

Da hiernach die Hoffnung bestand, da8 die Reaktion an 
der Haftstelle des Quecksilbers eingesetzt hatte und eine 
Sprengung der Kohlenstofikette an dieser Stelle erfolgt war, 
so wurde die Reaktion mit Permanganat weiter verfolgt. Das 
Reaktionsprodukt hatte sauren Charakter, es bestand also 
immerhin die Hoffnung, daB die entstandene Siure sich mit 
einer der vielen Carbonsiiuren identifizieren lieB, die aus dem 
Cholesterin und seinen Derivaten durch Oxydation von Ring | 
oder II, oder an beiden Stellen erhalten worden sind, womit 
dann auch die Haftstelle des Quecksilbers eindeutig bewiesen 
gewesen wiire. Diese Hoffnung hat sich nicht erfillt. 


') Chem. Ber. Bd. 34, 8. 497 (1901). 
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Es entsteht bei der Oxydation mit Permanganat ein kom- 
pliziertes Gemisch, dessen Aufteilung noch dadurch erschwert 
ist, daB einzelne der entstandenen Sduren groBe Neigung 
zeigen, komplexe Verbindungen einzugehen, sodaB in Form 
solcher Komplexverbindungen sogar unlésliche neutrale Pro- 
dukte in alkalische Lésung hineinwandern kénnen. Durch 
diese Komplikation krystallisiert das Gemisch nur sehr trige, 
und es gelang nur nach viel Geduld erfordernden Versuchen 
aus diesem Gemisch nach wochenlangem Stehen eine schién 
krystallisierende Siure zu isolieren, deren Konstitution durch- 
aus unerwartet war, aber deswegen nicht weniger interessant. 

Die isolierte Siure hatte die Formel C,,H,,0,, es kommen 
daneben noch Formeln mit 26 Kohlenstoffen und 2 Wasser- 
stoffen mehr oder weniger in Frage, jedoch stimmen auber 
der Hydroxylbestimmung die Analysendaten, CH-Bestimmun: 
und Titration am besten auf die angegebene Formel. Von 
den vorhandenen 6 Sauerstoffen sind nur zwei in Form einer 
Carboxylgruppe vorhanden, die durch Titration nachweisbar 
ist, die andern vier sind auf Grund der Hydroxylbestimmung 
nach T'schugaeff!)— Zerewitinoff?) — Flaschentriger® 
in Form von 4 Hydroxylgruppen nachweisbar. Damit ist die 
Funktion aller Sauerstoffatome festgelegt. Es handelt sich um 
eine ‘T'etraoxymonocarbonsiure. 

Als wahrscheinlichster Ort fiir die vier alkoholischen 
Hydroxylgruppen kommen folgende in Frage: Eine Hydroxy!- 
gruppe ist die urspriingliche Hydroxylgruppe des Cholesterins 
am Kohlenstoff 4, zwei weitere sitzen am Kohlenstoff 6 und 7, 
indem die dort zuniichst vorhandene Doppelbindung durch das 
Permanganat zwei Hydroxylgruppen angelagert hat, fiir welchen 
Vorgang man ja zahllose Analogien bei Stoffen mit offener 
Kette oder Doppelbindung im Ring hat. Die Entstehung der 
vierten Hydroxylgruppe ist jedenfalls am einfachsten zu erklaren 
durch die Annahme, daf sie an der Stelle erfolgt ist, wo im 
(Juecksilberkérper das Quecksilber gesessen hat. Die einzige 





1) Chem. Ber. Bd. 35, 8. 3912 (1902). 
*) Chem. Ber. Bd. 47, S. 1659 (1914). 
5) Diese Zs. Bd. 146, S. 219 (1925). 











re 
BY 





Uber die Einwirkung von Mercuriacetat auf Cholesterin. 233 


andere Méglichkeit, die einige Wahrscheinlichkeit fiir sich hat, 
wire noch, daB an die Haftstelle des Quecksilbers die Carb- 
oxylgruppe getreten wire, und die vierte Hydroxylgruppe 
irgendwo in der verzweigten Seitenkette des Cholesterins ein- 
getreten ist. Macht man aber diese letzte Annahme, so ist 
schwer einzusehen, wie es zur Bildung einer Monocarbonsiure 
an Stelle einer Dicarbonsiure gekommen ist. Stammt das 
Carboxyl von einem Kohlenstoff, der urspriinglich in einem 
Ring verankert war, so sollte man, da ein UberschuB von 
Permanganat angewandt wurde, die Entstehung einer Dicarbon- 
siure erwarten. Fiir den Ubergang einer solchen primir ge- 
bildeten Dicarbonsiure in eine Monocarbonsiure durch Kohlen- 
siureabspaltung ist kein rechter Grund einzusehen, denn es 
handelt sich bei dem isolierten Produkt nicht um eine Keto- 
carbonsiure, sondern um eine Oxysiiure. Einfacher wird jeden- 
falls die Deutung, wenn man annimmt, daB die Carboxylgruppe 
durch Oxydation der Seitenkette entstanden ist, wobei, wenn 
man eine Formel mit 27 Kohlenstoffen annehmen will, es sich 
um Uberfiihrung eines endstindigen Methyls im Carboxyl 
handeln wiirde, aber auch die Formel mit 26 Kohlenstoffen 
ist noch erklarlich, wenn man als Angriffspunkt die Octyl- 
seitenkette des Cholesterins annimmt. Windaus hat ja be- 
wiesen, daB diese Kette an ihrem Ende verzweigt ist, daf ihre 
Konstitution héchstwahrscheinlich die folgende ist: 


m | Mas 

C,,H,,0—CH—CH,—CH,—CH,—HC 
| \CH, 
CH, 

Bei einer Oxydation der beiden endstiindigen Methylgruppen 
wiirde eine Dicarbonsiiure vom Malonsiiuretyp entstehen, die 
dann leicht 1 Mol CO, verlieren kénnte. Fiir die Méglichkeit 
der Bildung einer Dicarbonsiure lassen sich auch Beweise 
erbringen. Bei etwas anderer Art der Aufarbeitung der Re- 
aktionsmasse nach der Oxydation des Quecksilberkérpers gelingt 
es, eine Tetraoxydicarbonsiure von der Formel ©,,H,,0O, zu 
fassen, aus der bei Verlust von 1CO, eine Siure C,,H,,0, 
hervorgehen kiénnte. 
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Nimmt man diese Deutung des Reaktionsverlaufes an, so 
wire damit zum erstenmal der ProzeB im Laboratorium nach. 
gemacht, den der Tierkérper so leicht durchfiithren kann, nim- 
lich die Uberfiihrung des Cholesterins in eine Polyoxymono. 
carbonsiure, eine Substanz vom Typ der Gallensiuren. Bisher 
war Windaus im Laboratorium die Uberfithrung des Pseudo- 
cholestans in die Cholancarbonséure gegliickt,') ein hoch. 
interessantes Ergebnis, da damit der lange vermutete Zusammen- 
hang zwischen Cholesterin und Gallensiuren bewiesen war, 
jedoch von dem natiirlichen Ubergang insofern abweichend, 
als die Ringsysteme erst durch Herausschaffen aller reaktions- 
fihigen Gruppen wie Hydroxyl oder Doppelbindung vor der 
Aufspaltung geschiitzt werden muBte, ehe die Oxydation vor- 
genommen werden konnte. Bei der Oxydation des Quecksilber- 
kérpers dagegen wird die sonst stérende Doppelbindung durch 
Hydroxyl abgesittigt und dadurch der Angriffspunkt des 
weiteren Oxydationsmittels in die Seitenkette abgelenkt. 

Dieses Ergebnis, so interessant es auch ist, gestattet fiir 
die speziellen Zwecke der Ortsbestimmung des Quecksilbers 
nur den einen Schiuf, daB auch die Kohlenstoffe 6 und 7 als 
Haftstelle des Quecksilbers nicht in Frage kommen. Es mut 
weiteren Untersuchungen vorbehalten bleiben, diesen Punk 
aufzukliren; ein méglicher Weg ist durch die Untersuchung 
der Kinwirkung von Alkali auf die Joddicarbonséure gegeben. 


Versuehsteil. 


1. Mercurierung des Cholesterins. 


Als Ausgangsmaterial zur Gewinnung des Cholesterins 
diente menschliches Gehirn, das nach dem Vorschlag von 
Rosenheim’) und Frinkel*) mit Aceton extrahiert wurde, 
jedoch ohne vorheriges Trocknen der Gehirne mit Gips oder 
anderen anorganischen Salzen. Zum Entwiissern wurde das 
Aceton selbst benutzt. 





1) Windaus u. Neukirchen, Chem. Ber. Bd. 52, 8. 1915 (1919). 

2) Jl. of Physiol. Bd. 34, S. 104 (1906). 

3) §. Frinkel in Abderhaldens Handbuch der biolog. Arbeits- 
methoden, Abt. 1, Teil 6, S. 16 (1922). 
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Gibt man zu einer siedenden Lésung von Cholesterin in 
Kisessig das Mehrfache der aquimolekularen Menge Mercuri- 
acetat in demselben Loésungsmittel, so tritt nach einigem 
Kochen eine lebhafte Reaktion ein, welche sich durch starke 
Gelbfirbung unter Abscheidung von Mercurovacetat, das die 
Reaktionsfliissigkeit binnen kurzem in ein breliges Gemenge 
verwandelt, zu erkennen gibt. Die Isolierung eines einheitlichen 
Reaktionsproduktes aus der Kisessiglésung stieB anfinglich auf 
erhebliche experimentelle Schwierigkeiten. Durch EingieBen 
der filtrierten Eisessiglésung in Wasser erhalt man stark mit 
Mercuroacetat verunreinigte amorphe Korper, welche als offen- 
sichtlich vorliegendes Gemisch nicht zur Krystallisation zu 
bringen sind. 

Es lag auf Grund der Erfahrungen von Dimroth nahe, 
das Reaktionsprodukt mit einer kochsalzhaltigen Lisung zu 
behandeln, in der Hoffnung anstatt des Acetats das ent- 
sprechende Chlorid in besser krystallisierender einheitlicher 
Form fassen zu kénnen, was nach manchen vergeblichen Ver- 
suchen auch gelang. 

Es galt nun, die Versuchsbedingungen so zu varieren, 
daB einererseits ein méglichst hoher Prozentsatz des Cholesterins 
mercuriert, anderseits die Bildung eines atherunléslichen Kér- 
pers und dunkel gefirbter Oxydationsprodukte méglichst ge- 
hemmt wurde. Die im folgenden geschilderte Arbeitsweise 
hat sich hinsichtlich der regelmaBig gleich hohen Ausbeute an 
Cholesterinquecksilberchlorid am besten bewihrt. 

25 g reines Cholesterin, 62 g Mercuriacetat (Molekular- 
verhailtnis 1:3) werden je in 100 ccm kochendem LHisessig 
gelést. Die siedende Lésung von Cholesterin wird in die 
Mercuriacetatlésung eingegossen, wobei sich die Reaktion durch 
lebhaftes Aufkochen bemerkbar macht. Nachdem man einige 
Minuten im Sieden erhalten hat, beginnt die Ausscheidung 
von Mercuroacetat. Von diesem Zeitpunkt ab wird noch 
6 Minuten unter fortwihrendem Umschiitteln erhitzt. Wenn 
das Reaktionsgemisch vollstindig erkaltet ist, saugt man vom 
Mercuroacetat ab, gieBt die Hisessigléisung langsam unter 
starkem Umriihren in die 6—7fache Menge konzentrierter 
Hoppe-Seyler’s Zeitschrift f. physiol. Chemie. CLIV. 16 
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Kochsalzlésung, welche 1,5—2°/, HCl enthilt. Man aft etwa 
1 Stunde absitzen, sammelt den Niederschlag auf einer Nutsche 
und wascht ihn griindlich mit destilliertem Wasser, bis er 
nicht mehr oder nur noch ganz schwach nach Kssigsiiure 
riecht. Das scharf abgepreBte, noch feuchte Reaktionsprodukt 
wird in Ather aufgenommen, worin nach einiger Zeit der 
allergréBte Teil in Lésung geht. Nachdem im Scheidetrichter 
das beigemengte Wasser abgelassen ist, wird die Lésung drei- 
mal mit konzentrierter Kochsalzlésung ausgeschiittelt, filtriert 
und mit Chlorcalcium iiber Nacht stehen gelassen. Wenn 
man eine Zentrifuge zur Verfiigung hat, ist es weit bequemer, 
die aitherische Lésung anstatt zu filtrieren, vor dem Aus- 
schiitteln %/,—1 Stunde zu zentrifugieren. Dabei erhalt ma» 
eine von dem weiter oben erwihnten unléslichen Quecksilber- 
kérper abgieBbare klare Lésung. Diese Phase der Herstellung 
sollte an einem Tag erledigt werden. In der getrockneteu 
itherischen Lésung ist oft iiber Nacht ein kleinerer Anteil 
auskrystallisiert, der nach dem Abfiltrieren des Athers in 
Chloroform aufgenommen, und nach dem Wegdunsten des 
Lésungsmittels unter vermindertem Druck mit der Hauptmenge 
vereinigt wird. lLetztere wurde inzwischen vom gréBten Teil 
des Athers durch Abdestillieren, vom Rest durch Abdunstex 
im Vakuumexsiccator befreit und getrocknet. Man erhiilt eine 
schaumig erstarrte, gelbe amorphe Masse. Die Ausbeute an 
Rohprodukt beliuft sich gewéhnlich auf 32g. Sie wird aus 
der eben zur Lésung hinreichenden Menge Aceton umkrystalli- 
siert. Nur noch etwa die Halfte der gelésten Substanz kommt. 
nachdem die Lésung iiber Nacht im Eisschrank gestanden, aus 
Aceton wieder heraus. Man wiederholt das Umkrystallisieren 
noch etwa 2—3 mal, ebenso bei den eingeengten Mutterlaugen, 
unter steter Kontrolle des Schmelzpunktes. Zuletzt erhalt man 
5—5,5 g Cholesterinquecksilberchlorid (entspricht 13°/, der 
Theorie). 

Das reine Cholesterinquecksilberchlorid krystallisiert aus 
Aceton in gut ausgebildeten, farblosen Nadeln, die bei 206—20%° 
(unkorr.) schmelzen. Es ist in den gewdhnlichen organischen 
Lésungsmitteln ziemlich schwer léslich, in Aceton, beispiels- 
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weise etwa 1:80, nur Chloroform list leicht. Dem Cholesterin 
nahe verwandt, gibt es die gleichen Farbreaktionen nach 
Liebermann?) und nach Salkowski’), letztere jedoch in 
erheblich schwicherem Grade. Die Analyse’) ergab: 

0,1580 g Substanz gaben 0,3026 g CO,, 0,1158 g H,0. 

01417¢ ,, ,»  0,2718 g CO,, 0,0916 g H,0. 
Aus 0,4962 g ™ gebildetes Mercurinitrat verbrauchten 15,66 ccm 


n/10-Rhodankaliumliésung. 
0,4962 g Substanz gaben 0,1153 g AgCl. 


0,5520¢g SCs, »  0,1766 g Hg, 0,1322 g AgCl. 
C,,H,,OHgCl Ber. C 52,15°/, H 7,809, Hg 82,279, Cl 5,71%, 
Gef. ,, 52,25 ,, 8,20 31,60 > D,TD 
99 99 52,33 9 7,23 ) 31,99 9 2,92 


Der gréBte Teil der bei der Mercurierung beteiligten Sub- 
stanz verbleibt in den Mutterlaugen des Quecksilberkérpers. 
Krystallisiert man die hieraus gewonnenen Produkte aus Aceton 
weiter um, so gelangt man zu einem weiBen Korper, der bei 
158—154° schmilzt und in Nadeln krystallisiert, welche zu 
warzenformigen Drusen vereinigt sind. 

Eine Analyse ergab: 


_ 


Aus 0,5824 g Substanz erhaltenes Mercurinitrat verbrauchte 7,28 ccm 


n/10-Rhodankaliumlésung. 
0,5824 ¢ Substanz gaben 0,0568 g AgCl 
entspricht Hg 12,52°/, Cl 2,41°%;, 
Molekularverhiltnis Hg: Cl = 1: 1,09. 

Dieses Analysenergebnis, das mit keiner Formel eines 
elnheitlichen Cholesterinderivates in Einklang zu bringen war, 
machte die Existenz einer Doppelverbindung zwischen dem 
Quecksilberkérper und einer zweiten Komponente wahrschein- 
lich, was auch durch die weiter mitgeteilten Tatsachen be- 
stitigt wurde. Die zweite Komponente war Cholesterin. 

DaS der andere Paarling unverindertes Cholesterin ist, 
beweist die Bildung von Dibromcholesterin (Schmelzp. 122°) 
bei der Behandlung des Mischkérpers mit Brom in Eisessig 





1) Chem. Ber. Bd. 18, S. 1803 (1885). 
*) Arch. f. d. ges. Phys. Bd. 6, S. 207 (1872). 
*) Uber die Analysenmethoden vgl. Abschnitt 2. 
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nach Windaus.') Es ist auch gelungen, die Doppelverbindung 
aus ihren Komponenten herzustellen. Wahrend 1,2 g reines 
Cholesterinquecksilberchlorid zur Lésung etwa 90 ccm Aceton 
erfordern, braucht man nach Zusatz von 1,8 g Cholesterin noch 
nicht den dritten Teil der angegebenen Menge. Was jetzt 
nach dem Erkalten auskrystallisiert, zeigt die Kigenschaften 
des Kérpers, der aus den Mutterlaugen des Quecksilberkérper; 
isoliert wurde, nach Léslichkeit, Schmelzpunkt und Krystallform. 

Bei dem Versuch, durch weitgehendes Einengen der Mutter- 
laugen weitere krystallinische Kérper zu erhalten, kommt man 
zu einem zihen Sirup, der, noch immer stark Quecksilber ent- 
haltend, erst nach lingerem Stehen Mischkrystalle von Cho- 
lesterin und Quecksilberkérper abscheidet. Zersetzte man, wie 
unter 4. geschildert, den Sirup mit Ather—Salzsaiure, um die 
stérenden Quecksilberverbindungen zu zerlegen, so bildeten 
sich in der Hauptsache groBe Mengen von Cholesterin, die 
jetzt leicht krystallisieren, wihrend das eigentliche Oxydations- 
produkt wohl tiefgreifende Zersetzung erlitten hatte und aus 
der volistandig dunkel gefirbten Mutterlauge nicht mehr isoliert 
werden konnte. 

Aus der Untersuchung der Mutterlaugen geht hervor, dai 
gréBere Mengen von Quecksilberkérper gebildet werden, als 
sich isolieren lassen. 


2. Zur Analyse des Quecksilberkorpers. 


Der Quecksilbergehalt der obigen Verbindungen machite 
sich anfinglich bei den Analysen stérend bemerkbar. Hs 
kommt bei der Verbrennung leicht vor, daB Spuren von Queck- 
silber in die Chlorcalciumréhre gelangen und zu hohe Wasser- 
stoffwerte verursachen.”) Vielleicht tragt hierzu auch die be! 
den schwer oxydablen Cholesterinderivaten nétige hohe Ver- 
brennungstemperatur bei. Unter Verzicht auf die gleichzeitige 
Bestimmung des Quecksilbers lieferte die im folgenden ge- 
schilderte Methode befriedigende Resultate. Die Verbrennung 
wurde wie bei allen Cholesterinderivaten im Sauerstoffstrom 





') Chem. Ber. Bd. 39, S. 518 (1906). 
*) Volhard, Liebigs Ann. der Chem. Bd. 267, S. 177 (1892). 
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ausgefiithrt. Auf das Kupferoxyd des Verbrennungsrohres folgte 
Bleichromat, an welches sich eine 10 cm lange Schicht von 
Bleisuperoxyd') anschloB. Letzteres wurde nur so weit erhitzt, 
als es die Entfernung des Wassers nétig machte. SchlieBlich 
lie man die letzten 10 cm des Rohres aus dem Ofen heraus- 
ragen.”) 

Die Bestimmung des Quecksilbers laBt sich mit der Chlor- 
bestimmung verbinden. Wie schon Manchot und Haas®) 
zeigten, lieferte bei quecksilberenthaltenden Verbindungen die 
Halogenbestimmung nach Carius stark voneinander abweichende 
Resultate, da das anwesende Quecksilbersalz wechselnde Mengen 
von Chlorsilber in Lisung hilt; es muB daher die alte Kalk- 
methode angewandt werden. Man erhitzt die Substanz in 
einem halbseitig geschlossenen Rohr mit Calciumoxyd, wobei 
das Chlor an den Kalk gebunden wird, wihrend das Queck- 
silber dampfférmig entweicht. In einem an die Miindung des 
geschlossenen Rohres angeschmolzenen U-Rohr, welches man 
wihrend der Erhitzung durch Einstellen in Wasser kihlt, wird 
das Quecksilber aufgefangen.*) Am geschlossenen Ende des 
Verbrennungsrohres befindet sich eine 83—5 cm lange Schicht 
von halogenfreiem Calciumoxalat, das erst gegen den SchluB 
der Verbrennung erhitzt wird, um noch im Robr befindlichen 
Quecksilberdampf mitzunehmen.®) Nach beendigter Verbrennung 
wird das U-Rohr abgesprengt, das Quecksilber in ein gewogenes 
Schilchen gespiilt und mit Benzol, Alkohol und Ather von 
teerigen Destillaten befreit, getrocknet und gewogen. Ks ge- 
lingt nicht immer, das Quecksilber quantitativ sicher aus dem 
U-Rohr zu entfernen. In diesem Fall nimmt man es am besten 
in konzentrierter Salpetersiure auf und titriert nach Rupp 
und Krauss®*) mit Rhodankalium. Der Kalk der Ver- 

1) Konek-Norwall, Chem. Ztg. Bd. 31, S. 1185 (1907). 

*) Goy, Diss. Marburg, S. 37 (1908). 

’) Liebigs Ann. der Chem. Bd. 399, S. 137 (1913). 

‘) Hofmann, Liebigs Ann. der Chem. Bd. 47, 8. 63 (1843). 

‘) Marsh u. Lye, Chem. Zbl. 1917, II, 8.247; The Analyst Bd. 42, 
S. 84 (1917). 

*) Chem. Ber. Bd. 35, S. 2015 (1902). 






































- ee eee 


Se ona oN ty 
ast. Ve 





240 Wilhelm Merz, 


brennungsréhre dient nach dem Lésen in Salpetersiure zur 
Chlorbestimmung. 


3. Pharmakologische Prifung des Quecksilberkorpers. 


Das Ergebnis der im Georg Speyer-Haus in Frankfurt 
vorgenommenen Untersuchung sei hier im Wortlaut wieder. 
gegeben. Die im folgenden als ,,Praparat Ch,,“ bezeichnete 
Substanz ist das Cholesterinquecksilberchlorid, Schmelzp. 206 
bis 208°, die als ,,Priiparat Ch,,“ bezeichnete Substanz ist die 
lose Komplexverbindung, Schmelzp. 153—154°, hergestellt durch 
Zusammenlésen von 1,2 g Koérper, Schmelzp. 206—208°, mit 
1,8 g Cholesterin. Die Nummern 13 bzw. 31 bezeichnen den 
ungefihren Prozentgehalt an Quecksilber. 

,Die Toxicitit der Praiparate wurde an normalen Kanin- 
chen gepriift, die Heilwerte an experimentell mit dem T'ruffi- 
(Prap. Ch,,) oder Nichols-(Prap. Ch,,)Stamm infizierten Kanin- 
chen festgestellt. 

a) Praparat Ch,.. 


1. Toxicitit in O1 intramuskulir. 


0,05 g prokg . . . . . lebt, Schenkel o. B. 

0,06 g prokg .. . . . tot (chronisch) 

0,075g prokg . .. . . tot (13 Tage) mit starker Schwellung 
des fiir die Injektion benutzteu 
Schenkels. 


2. Heilversuch. 


Zu dem Versuch wurden 4 Kaninchen benutzt. Die héchste 
von uns angewandte Dosis von 0,015 g pro kg fihrte inner- 
halb von 5 Tagen nicht zur Verminderung des Spirochiten- 
gehalts der Schanker. 


b) Praiparat Ch,,. 


1. Toxicitiit in 01 intramuskuliir. 


Dosis tolerata . . . . . . 0,06 g pro kg 
Dosis toxica. . . . . . . 0,08¢g pro kg 


Ks tritt aber auch noch bei einer IJnjektion von 0,02 ¢ 
pro kg eine kolossale Schwellung des Oberschenkels auf. 
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2. Heilversuch. 

Es konnten nur 2 Dosen ausgewertet werden. Nach 
0,005 g pro kg erfolgte ein Recidiv. Nach 0,01 g pro kg 
waren noch am 4, Tage Spirochiten nachweisbar, spiter heilte 
das Kaninchen aus. Wir vermuten aber, daB es sich hier 
um einen spontanen Riickgang der Erscheinungen handelte.~ 


4. Riickverwandlung des Cholesterinquecksilberchlorids 
in Cholesterin. 


Ather wird tropfenweise mit so viel konzentrierter Salz- 
siure versetzt, bis sich die Salzsiure bei starkem Schiitteln 
gerade noch auflést. Mit 10 ccm dieser Mischung iibergieBt 
man 3 g Quecksilberkérper und liaBt iiber Nacht gut ver- 
schlossen stehen. Der Bodensatz zerfallt allmihlich, ohne sich 
zu lésen. Tags darauf wird abgesaugt, mit Wasser und wenig 
Aceton nachgewaschen und aus Aceton umkrystallisiert. Das 
Reaktionsprodukt ist quecksilberfrei und schmilzt nach noch- 
maligem Umkrystallisieren aus Aceton bei 146,5°. Ausbeute 
1,5 g (80°), der Theorie). Die Bestimmung des Mischschmelz- 
punktes mit Cholesterin zeigte keine Depression. Die Analyse 
ergab: 

0,1105 g Substanz gaben 0,3385 g CO,, 0,1203 g H,O. 

C.,H,,O Ber. C 83,86 °, H 11,99 °, 
Gef. ,, 83,57 » 12,18 

Nach Windaus?) mit Brom in Eisessig behandelt, lieferte 

die Substanz Dibromcholesterin, Schmelzp. 120—122°. 


5. Umwandlung des Quecksilberkorpers in Monojodcholesterin. 


15 g Cholesterinquecksilberchlorid werden in 120 ccm 
Chloroform gelést. Unter Umschiitteln fiigt man allmihlich 
in kleinen Portionen, immer wieder die Entfirbung abwartend, 
6,5 g feingepulverten Jods zu. Nachdem vom ausgeschiedenen 
zinnoberrot gefiirbten anorganischen Quecksilbersalz abfiltriert 
ist, behandelt man die Chloroformlésung zweimal mit konden- 
trierter Kochsalzlésung. AnschlieBend wird zur Entfernung 
noch geléster Quecksilbersalze und iiberschiissigen Jods dreimal 


‘) Chem. Ber. Bd. 39, S. 518 (1906). 
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mit 10°/,iger Jodkaliumlésung, zuletzt noch mit destilliertey 
Wasser gewaschen. Um die bei Chloroformlésungen beim 
Umschiitteln im Scheidetrichter leicht eintretende Emulsions. 
bildung zu vermeiden, hat es sich bewihrt, die Lésung in die 
Waschflissigkeit, die sich in einem engen hohen Glaszylinder 
befindet, eintropfen zu lassen. Das Durchschiitteln ist dann 
unndotig. 

Nach dem Trocknen der Chloroformlésung mit Chlor- 
calcium wird das Lésungsmittel im Vakuum einer gut ziehen- 
den Wasserstrahlpumpe bei 25—30° abdestilliert. Den krystalli- 
nisch zuriickbleibenden Riickstand lést man unter Erwirmen 
in Ligroin vom Siedep. 70—80°, aus dem der neue Kérper 
in zentimeterlangen ineinander verfilzten Nadeln herauskommt. 
Die Krystalle werden abgesaugt, mit Petrolither gewaschen 
und zur Analyse nochmals aus Ligroin umkrystallisiert. Aus- 
heute 9g (75°/, der Theorie). Schmelz. 158° Der Kérper 
gibt die Farbreaktionen des Cholesterins. Die Verbrennung 
der schwer oxydablen Substanz wurde mit Kupferoxyd und 
Bleichromat unter Vorlage einer nur schwach zu erhitzenden 
Silberspirale ausgefiihrt; sie ergab: 

0,1620 g Substanz gaben 0,3749 g CO,, 0,1156 g H,O. 


0,1492 g MS 0,3441 g CO,, 0,1172 g H,O. 
0,1344 g F » 0,3099 g CO,, 0,1058 g HO. 
0,2036 g ‘ »  0,0935 g AgJ. 
C,;H,,0J Ber. C 63,26 °/, H 8,85 °/, J 24,77 °/, 
Gef. ,, 63,18 7,99 y 24,82 
5, 62,92 yy “yee — 
y 62,90 » 8,78 _ 


Bei der Jodbestimmung nach Carius explodierten anfinglich 
alle Bombenréhren schon beim Anheizen des Ofens zwischen 150° und 
180°. Erst nachdem die Salpetersiuremenge auf das unbedingt not- 
wendige MindestmaB herabgedriickt wurde, konnte dieses gefihrliche 
Intervall durchschritten werden. Zur vollstiindigen Oxydation der 
organischen Substanz muBte dann noch etwa 4 Stunden auf 300° erhitzt 
werden. 


a) Versuche iiber die Haftfestigkeit des Jods. 


Wihrend das Monojodcholesterin sauren Agenzien geget- 
iiber empfindlicher zu sein scheint, gibt es doch beim Er- 











}— 





Uber die Einwirkung von Mercuriacetat auf Cholesterin. 243 


hitzen mit Kisessig, wie eine rétliche Farbung der Lésung 
zeigt, einen kleinen Teil des Jods ab, so ist es gegeniiber 
alkalischen Angriffsmitteln ungemein widerstandsfihig. 0,5 g 
Jodkérper wurden mit 0,2 g Kaliumpermanganat mit itiber 
Kaliumpermanganat destilliertem Aceton 25 Minuten gekocht. 
Ein Reaktionsprodukt war nicht in erwihnenswertem Mab 
entstanden, es konnte nur wieder das Ausgangsmaterial isoliert 
werden. 

Beim Schiitteln der Liésung des Jodkérpers mit starken 
Alkalilaugen wurde stets wieder das Ausgangsmaterial zuriick- 
erhalten. Ginzlich unveriindert bleibt der Kérper auch beim 
Kinleiten von Ammoniakgas in seine benzolische Lésung, selbst 
bei Siedetemperatur. Erst in der Kalischmelze zersetzt er sich. 


b) Additionsfahigkeit des Jodkérpers. 

Versetzt man eine Benzollésung des Jodkérpers mit Brom 
in Benzol, so krystallisiert nach kurzem Stehen eine kleine 
Menge gelbbrauner, bromhaltiger Nadeln (Schmelzp. 172°) aus, 
welche sich aber weder durch lingeres Stehenlassen, noch 
durch Einengen der Lisung vermehren liefen. Es scheint, 
daB die Bildung dieses Additionsproduktes durch die rasch 
einsetzende Substitutionswirkung des Broms, bemerkbar durch 


die auftretenden Bromwasserstoffdiimpfe, gestort wird. 


c) Acetylierung des Jodkérpers. 

Kocht man Monojodcholesterin mit Essigsiureanhydrid am 
RiickfluBkiihler, so tritt Acetylierung ein unter teilweiser Jod- 
abspaltung. Das Reaktionsprodukt ist schwer zur Krystalli- 
sation zu bringen. In glatter Reaktion erhalt man ein Mono- 
jodcholesterylacetat beim Umsatz mit Essigsiureanhydrid in 
Pyridin. 

1 g reiner Jodkérper wird in einer Mischung von 6 ccm 
Kssigsiureanhydrid mit 9 ccm Pyridin gelést und 24 Stunden 
stehen gelassen. Dann wird die Lésung in Wasser gegossen, 
das Reaktionsprodukt in Ather aufgenommen und zur Ent- 
fernung des Essigsiiureanhydrids griindlich mit Wasser durch- 
geschiittelt. Nach dem Trocknen dunstet man den Ather im 
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Vakuumexsiccator ab. Der 1 g betragende krystallinische Riick. 
stand ist nach zweimaligem Umkrystallisieren aus 96°/, igem 
Alkohol analysenrein. Der neue Korper krystallisiert in priich- 
tigen, langen weiBen Nadeln und schmilzt bei 116,5° Die 
Analyse ergab: 

0,1204 g Substanz gaben 0,2768 g CO,, 0,0931 g H,0O. 


0,2309 g . »0,0977 g AgJ. 
C,,H,,0.3 Ber. C 62,79°9/, H 8,55, J 22,899, 
Gef. ,, 62,72 » 8,64 y 22,87 


d) Reduktion mit Aluminiumamalgam. 


Das verwendete aktive Aluminium wurde nach H. Wis- 
licenus-Neessen dargestellt.}) 

0,5 g Jodkérper wird in absolutem Ather gelést und mit 
Aluminiumamalgam versetzt. Von Zeit zu Zeit wird eine Spur 
Wasser zugegeben, wenn man sieht, da die Wasserstoti- 
entwicklung merklich nachlaBt. Nach 48 Stunden wird ab- 
filtriert, der Ather abgedunstet und der Riickstand aus Aceton 
umkrystallisiert. Das Reaktionsprodukt erweist sich als jodfrei 
und schmilzt bei 147,5°. Mischschmelzpunkt mit Jodkérper 
(157°): 120—135°. Miuschschmelzpunkt mit Cholesterin (147 
bis 148°):147—148° Zweifellos handelt es sich um Cho- 
lesterin. 


6. Umsetzung des Monojodcholesterins mit Bromlauge. 


3,3 g Monojodcholesterin werden in 50 ccm Ligroin 
(Schmelzp. 70—80°) unter Erwirmen gelést. Wiahrend die 
Lésung langsam erkaltet, bereitet man die alkalische Hypo- 
bromitlésung. Zu einem Gemisch von 40g Eis und 48 ccm 
25°/,iger Kalilauge la8t man langsam unter Umriihren 3 ccm 
Brom hinzutropfen. Die beiden Lésungen miissen nun, zu- 
sammengegeben, in einer Stdpselflasche 14—15 Stunden aut 
der Maschine geschiittelt werden. Hierauf liBt man absitzen, 
trennt die Ligroinlésung im Scheidetrichter mit Hilfe eines 
Atherzusatzes von der griinlichen alkalischen Fliissigkeit, welche 
wiederholt und griindlich mit Ather durchgeschiittelt werden 


) Jl. fiir prakt. Chem. [2] Bd. 54, S. 49 (1896). 
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mug. Nachdem die wiBrige Lisung einige Stunden unter Ather 
gestanden hat, wird von der iitherischen Schicht, die gréBtenteils 
unverinderten Jodkérper enthalt, abgetrennt und mit ver- 
diinnter Schwefelsiure, welche etwas schweflige Saiure enthilt, 
angesiuert. Die gréB8tenteils in Oltrépfchen ausgeschiedene 
Siure wird durch Ausschiitteln in Ather aufgenommen. Nach 
dem Abdunsten des Lésungsmittels im Vakuumexsiccator bleibt 
2,2 ¢ rohe Saure als blasige, gelbe Substanz zuriick, wihrend 
0,5¢ Ausgangsmaterial und neutrale Produkte aus der Ligroin- 
und Atherlésung gewonnen werden kénnen. 

Da sich aus dem Reaktionsprodukt keine krystallinischen 
Produkte isolieren lieben, wurde die Siure zur weiteren Rei- 
nigung in 1—2°/ iger Kalilauge gelést und mit Ather durch- 
geschiittelt. ‘Trotzdem das Reaktionsprodukt schon vor dem 
ersten Ansiuern griindlich ausgeiithert wurde, und sich die 
Rohsiure in der Kalilauge klar aufliéste, beobachtete man, dab, 
nachdem die alkalische Liésung iiber Nacht unter Ather ge- 
standen hatte, noch 0,6—0,7 g neutrale Produkte in den Ather 
hineingewandert waren. Die alkalische Lésung wurde mit ver- 
diinnter Schwefelsiiure angesiiuert, die freigemachte Saure in 
Ather aufgenommen, mit Wasser gewaschen, getrocknet und 
das Liésungsmittel abgedunstet. Es blieb noch 1,5 g hellgelb 
gefirbte Saiure, die sich nicht zur Krystallisation bringen lieB. 
Sie wurde daher in Alkohol geliést und tropfenweise unter 
Umschiitteln mit 10°/, iger alkoholischer Kalilauge neutralisiert. 
Ks fallt dabei der gréBere Teil der Siure in Form ihres 
gelblich gefirbten Kaliumsalzes aus, welches rasch abgesaugt, 
mit Alkohol gewaschen und, da es sehr stark hygroskopisch 
ist, sofort in den Exsiccator gebracht werden mub. 

Aus dem Filtrat vom abgesaugten Kaliumsalz krystallisiert 
beim Kinengen der alkoholischen Lésung wider alles Krwarten 
eine weitere Menge unverinderten Ausgangsmaterials aus. 
(Schmelzp. 152—157°, mit Jodcholesterin keine Schmelzpunkts- 
erniedrigung gebend.) Das in der Mutterlauge noch verbleibende 
alkohollisliche Kaliumsalz liefert beim Ansiiuern eine amorphe 
Saéure, auf deren Untersuchung vorliufig verzichtet werden 
muBte. 
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1 g Kaliumsalz wurde in 15 ccm Wasser gelést und mit 
einem kleinen Uberschu8 der fiir eine zweibasische Siiure be. 
rechneten Menge Silbernitratlésung versetzt. Es fiallt das 
Silbersalz als nur schwach gelblich gefarbter, amorpher Nieder-. 
schlag aus, der abgesaugt und vor Licht geschiitzt im Exsic. 
cator getrocknet wird. Ausbeute 1g. Die Analyse erga): 

0,1464 g Substanz gaben 0,2240 g CO,, 0,0681 ¢ H,0. 

10,362 mg __séez, » 3,25 mg AgJ, 6,15 mg &gJ. 

Fiir das Silbersalz C,,H,,0,JAg, der zweibasischen Joddicarbonsiiure 
C,,H,,0,J sind berechnet: 


C 41,989, H 535%, J 16,44°, Ag 27,94°, 
Gef. ,, 41,74 » Dd 21 » 16,95 27,40 

Die Silber- und Halogenbestimmung wurde in einer Portion im 
Mikrobombenrohrchen ausgefiihrt. In das Réhrchen selbst wurden auBer 
der Substanz nur einige Tropfen rauchende Salpetersiiure gegeben. Der 
fiir die Ausfiilung des Jods notwendige Uberschu8 an Silbernitrat wird 
von der Analysensubstanz geliefert, die 2 Atome Silber auf 1 Atom Jod 
enthalt. Nach beendigtem Erhitzen und Abkiihlen des Rohres wurde 
das gebildete Jodsilber abfiltriert und gewogen. Die im Filtrat befind- 
liche Hilfte des Silbers wird mit Jodkali gefallt und zusammen mit der 
zuerst gefillten Menge wieder gewogen. 

Das Silbersalz ist in allen organischen Lésungsmitteln 
wie in Wasser unldslich, es lést sich jedoch in Alkohol und 
Wasser, wenn diese einige Prozente Ammoniak enthalten. Bein 
Versuch, das Salz eventuell in krystalliner Form durch Ver- 
diinnen der ammoniakalischen Liésung zu erhalten, tritt nach 
voriibergehender Triibung eine Zersetzung ein, die sich durch 
das Ausfallen eines schwarzen Silberniederschlages zu er- 
kennen gibt. 

Kin weiterer Teil des durch alkoholische Kalilauge aus- 
gefillten Kaliumsalzes wurde in Wasser gelést, die wiibrige 
Lisung wieder mit Ather durchgeschiittelt und alsdann die 
Siiure in iiblicher Weise freigemacht. Die nur noch schwach 
gelblich gefairbte Substanz schmilzt bei 90—95° und zersetzt 
sich unter lebhaftem Blasenwerfen, wenn man einige Grade 
héher geht. Von dieser Portion wurde eine Titration mit 
alkoholischer Kalilauge ausgefiihrt: 


0,3939 g Substanz verbrauchen 13,50 eem n/10-KOH. 
Aquivalentgewicht fiir C,,H,,0,J zweibasisch: 
Ber. 279 Gef. 294. 
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0,8 g der auf vorstehend geschilderte Weise aus einer 
anderen Portion gewonnenen Joddicarbonsiiure wurde in wenig 
Aceton gelést. Nachdem die Lisung 2 Tage gestanden hatte, 
konnten etwa 30—40 mg einer in Doppelpyramiden krystalli- 
sierenden Sdure abgesaugt werden. Die Krystalle sind in 


} 


Aceton sehr schwer loéslich und schmelzen bei 267 


“unter 
Zersetzung. Sie sind frei von Jod. Die Analyse ergab: 


3,804 mg Substanz gaben 10,000 mg CO,, 3,330 mg H,O. 


9 Q5R or 72 Repo gry 590 1 
2,958 mg - ; 1,710 meg 2,590 
ns ' - i wo af ' ( ) 
C,,H,,0. per { i Bye H SY 
{yet 71 1 Y.30 
fa ? 4.80) 


Mikrohydroxylbestimmung nach Tschugaeff-Flaschentriger 


6,870 mg Substanz gaben (733 mm, 17°) 1,00 ecm Methan. 
Fiir 2 Hydroxylgruppen 1 Carboxyl ber. 11,3 Hydroxyl, ge 


10,06°/, Hydroxyl. 
Die Mikrotitration nach Pregl ergab 
8,505 mg Substanz verbrauchten 1,81 ccm n/50-NaOQH 
Aquivalentgewicht fiir erktes OU zweibasisc!] 


, sor ‘ 
er. IO (ef 


Ks wurde nun versucht, ob die offenbar vorliegende Oxydicarbon 
dure sich aus der Jodsiure nicht in besserer Ausbeute durch Erwiirme: 
mit Kalilauge erhalten lieBb. 0,4 ¢ des Kaliumsalzes der Joddicarbon 
siure wurden in 5°, iger Kalilauge gelést und 2 Stunden auf dem 
siedenden Wasserbad erwirmt. Aus der etwas dunkler gewordenen 
Losung wurde die Siiure nach iiblichem Verfahren wieder freigemacht 
Nachdem aus Aceton nichts auskrystallisierte, wurde die wieder yom 
Lisungsmittel befreite Siiure mit niedrig siedendem Petrolither ze1 
rieben, worauf sich nach Stehenlassen im Ejisschrank etwa 20—30 me 
eines krystallinischen Niederschlages mit sauren Eigensechaften aus 
schied. (Schmelzp. 115—118°.) Obwohl in der ausgeiitherten wiBrigen 
Reaktionslésung ionisiertes Jod vorhanden war, scheint die Abspaltung 
keine vollstiindige gewesen zu sein, da die Siure sich nicht als jodfrei 
erwies. Auf ein Gemisch und zwar einer Mono- und einer Dicarbon- 
sdure lie’ auch das Ergebnis der Mikrotitration schlieBen: 

7,461 mg Substanz verbrauchten 1,17 cem n/50-NaOQOH, 


capenette 


‘) Die Ausfiihrung dieser und der bei der Tetraoxycarbonsiiure 
angegebenen Hydroxylbestimmung verdanke ich der Liebenswiirdigkeit 
von Herrn Dr. Flaschentriger. 
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entsprechend einem Aquivalentgewicht von 330, wihrend sich fiir obige 
Oxydicarbonsiiure C,,H,,0O, ein Aquivalentgewicht von 225 berechnet, 

Die weitere Untersuchung der Saéure wurde, da allzuviel Materia! 
erfordernd, zuriickgestellt. 


7. Oxydation des Cholesterinquecksilberchlorids mit Kalium- 
permanganat. 


2 g Cholesterinquecksilberchlorid wurden in 450 cem iiber 
Permanganat destilliertem Aceton gelést und 2 g KMnQ, in 
4 Portionen in die siedende Lésung gegeben. Nachdem 4 Mi- 
nuten gekocht worden war, wurde erkalten gelassen und der 
reichlich entstandene Braunsteinniederschlag abgesaugt. Die 
noch stark violett gefirbte Acetonlésung enthielt neben ziem- 
lichen Quecksilbermengen fast keinen organischen Riickstand. 
Das Reaktionsprodukt steckt im Braunsteinniederschlag. Dieser 
wurde vorsichtig und unter Kihlung in Natriumbisulfit- 
Schwefelsiiure oder in Oxalsiure—Schwefelsiuremischung gelist. 
Die Wahl des Zersetzungsmittels beeinfluBte die Eigenschaften 
des Reaktionsproduktes nicht. Ungelést blieb eine amorphe 
weiBe Substanz, die, nachdem sie in der manganosulfathaltigen 
Lésung 1 Stunde im Kisschrank gestanden hatte, abgesaugt 
und gut mit Wasser ausgewaschen wurde. Der Riickstand 
wurde in 2°/, iger Kalilauge aufgenommen, worin der organische 
Teil leicht in Loésung geht, wihrend das beigemengte abge- 
spaltene Quecksilber als schwarzes Mercurooxyd in fein ver- 
teilter Form zuriickbleibt. Das Mercurooxyd lieB sich nicht 
ohne weiteres abfiltrieren. Die alkalische Lésung wurde zuerst 
mit Ather durchgeschiittelt, es wandert aber nur ganz wenig 
neutraler Anteil hinein, darauf mit verdiinnter Schwefelsiure 
angesiiuert. Die atherische Lésung des Reaktionsproduktes 
konnte jetzt leicht von dem ausgeschiedenen Quecksilber ab- 
filtriert werden. Sie wurde iiber Nacht mit Natriumsulfat ge- 
trocknet, wobei noch kleine Mengen Quecksilber aus der 
Lisung ausfielen. Nach dem Abdunsten des Athers wurde der 
pulverisierbare, leicht gelb gefirbte Riickstand (1,6 g) mit 
Aceton zerrieben, wobei ein krystallinischer Kérper zuriickblieb. 
Er wurde abgesaugt und aus Aceton umkrystallisiert. Uber- 
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raschenderweise zeigte dieser Kérper, der doch mit der Mutter- 
lauge zusammen in alkalischer Lésung mit Ather ausgeschiittelt 
wurde, keinerlei saure Eigenschaiten und léste sich weder in 
verdiinntem Ammoniak noch in Kalilauge. Schmelzpunkt und 
Mischschmelzpunkt zeigten, daB es unveriindertes Ausgangs- 
material war. 

Der in der Mutterlauge verbliebene alkalilésliche Riickstand 
war immer noch quecksilberhaltig und konnte nicht zur Kry- 
stallisation gebracht werden. 

Es wurde nun versucht, durch Erhéhung der Erhitzungs- 
zeit und des Permanganatzusatzes eine vollstindigere Oxydation 
gu erzielen, Die Zeit der Erhitzung wurde alJmablich bis auf 
20 Minuten gesteigert und die doppelte Gewichtsmenge Kalium- 
permanganat zugesetzt. Auch das jetzt erhaltene alkalilisliche 
Reaktionsprodukt war quecksilberhaltig. Nachdem Krystalli- 
sationsversuche damit negativ verlaufen waren, wurde es in 
der fiir eine Dicarbonsiure vom Molekulargewicht 450  be- 
rechneten Menge verdiinnten Ammoniaks gelést und in finf 
Fraktionen mit berechneten Salzsiuremengen frei gemacht. 
Wihrend aus Fraktion 1 und 5 keine krystallinischen Produkte 
aus Aceton herauskamen, krystallisierten aus den mittleren 
Fraktionen so geringe Mengen, da8 sie nicht weiter untersucht 
werden konnten. 

Die Substanz wurde nun in Alkohol gelést und wie bei 
der Joddicarbonsiiure mit alkoholischer Kalilauge neutralisiert. 
Das ausgefallene sehr hygroskopische Kaliumsalz wurde ab- 
gesaugt und in Wasser gelést. Beim Durchschiitteln mit 
Ather gab es noch eine groBe Menge gelb gefirbter neutraler 
Substanzen an den Ather ab, besonders wenn man es iiber 
Nacht unter Ather stehen lieB. Die Siure wurde wie iiblich 
wieder aus dem Kaliumsalz frei gemacht. Sie war jetzt nicht 
mehr quecksilberhaltig. Durch Liésen in Aceton und Stehen- 
lassen in Kaltemischung fiel eine gallertige Substanz aus, die 
abgesaugt und nochmals in Aceton gelést wurde. Sie zeigte 
wenig Neigung zur Krystallisation und kam auch jetzt wieder 
in gallertigen Massen heraus, in denen sich aber nach liangerem 
Stehen krystallisierte Teile gebildet hatten. Da sich der 
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Schmelzpunkt (120°) nach wiederholtem Umkrystallisieren aus 
Aceton nicht mehr erhéhte, wurde die Substanz analysiert, 
Dabei zeigte sich beim Zuriickwiegen des Platinschiffchen, 
nach der Verbrennung ein Aschengehalt von 1,90 bzw. 1,91”. 
den die Substanz wohl infolge ihrer gelartigen Beschaffenheit 
trotz dreimaligen Umkrystallisierens nicht verloren hatte. Die 
Analyse ergab, daB es sich um die Dicarbonsdure C,,H,,0. 
handelte: 

3,912 mg Substanz gaben 9,090 mg CO,, 3,14 mg H,O (0,050 mg Asche), 

C,,H,,O; Ber. C 65,299, H 8,98%, 

Gef. ,, 64,74 » 9,14 (nach Abzug der Asche) 
Titration: 8,764 mg Substanz verbrauchten 1,79 cem n/50-Na0OH 
Aquivalentgewicht fiir C,,H,,O, zweibasisch 
Ber. 248,25 Gef. 245 


Die nicht gefairbte Saiure lést sich leicht in Alkohol und 
Aceton, schwer in Petrolither, durch welchen sie aus ihre 
Lésungen ausgefillt werden kann. 


Aus einer anderen Portion, die unter den gleichen Be- 
dingungen aus dem Quecksilberkérper erhalten, durch mebhr- 
fache Reinigung iiber das Kaliumsalz langere Zeit mit alka- 
lischen Mitteln behandelt worden war, dann aber 3 Monate 
gestanden hatte, krystallisierte -beim Zerreiben mit Aceton aus 
4g angewandtem Quecksilberkérper 0,12 g einer Saure in gut 
ausgebildeten farblosen Nadeln, welche aus Eisessig umkrystal- 
lisiert, bei 172—-173° schmelzen. Die Saure war quecksilber- 
frei und in verdiinnten Alkalien leicht léslich. Es handelte 
sich um die Tetraoxymonocarbonsiure C,,H,,.0,. Die Analyse 
ergab: 


3,364 mg Substanz gaben 8,545 mg CO,, 2,83 mg H,0O. 


3,932 mg ‘s »  10,000mg ,,, 348mg ,, . 
Cal,0. Ber. C 68,98°/, H 9,80°/, 
C.;H 4.0, , 69,48 » 9,94 

Gef. ,, 69,30 5, 9,41 
,»» 89,38 »y 9,90 


Mikrohydroxylbestimmung: 


9,565 mg Substanz gaben bei 733 mm u. 17° 2,68 ccm Methan. 
7,330 mg ‘s ‘ » 733mm ,, 17° 2,06 ccm * 
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aus Bei 4 OH-Gruppen + 1 Carboxy! fiir ‘| 
ert Cy,H 440, Ber. 18,79°/, Hydroxyl 7 
7 C.,H,,0, 18,23 ” : 
: &€§ Gef, 19,36 - ie 
0) 19,42 $9 i 
heit Titration: 8,390 mg Substanz verbrauchten 0,93 cem n/50-NaOH. . 
Die Aquivalentgewicht fiir C,,H,,0, einbasisch Ber. 452,48 ti 
9. ” ”? Cy, Hye ” ” 466,51 rf 
Gef. 465 , 
oe Die Siure ist in den gewéhnlichen organischen Lésungs- : 
| mitteln in der Kiilte schwer léslich, leichter in heifem Alkohol : 
che) und Kisessig. ) 
OH 
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Zur Frage iiber die Anwendung des Massenwirkungs- 
gesetzes auf den Verlauf der Enzymwirkung. 
Von 


S. G. Hedin. 


(Der Redaktion zugegangen am 12. Februar 1926.) 


Vor einiger Zeit habe ich in dieser Zeitschrift die Auf- 
merksamkeit darauf hingelenkt, daB die Annahme, daB die 
Enzymwirkung in der Weise durch das Massenwirkungsgesetz 
geregelt wird, daB beim Gleichgewicht zwischen Enzym (/), 
Substrat (S$) und der Verbindung Enzym-—Substrat (g) die 
Gleichung 

[4 — gS — 9] = 4- [9] 
giiltig ist, wo die eingeklammerten Substanzen in molekularen 
Konzentrationen gerechnet werden und KX die Dissoziations- 
konstante bedeutet, nicht mit dem Enzymzeitgesetz in EKinklang 
steht, nach welchem bei gegebener Konzentration des Sub- 
strates die mit dem Substrat verbundene Enzymmenge [q]| der 
ganzen Enzymmenge [#] proportional sein muB.?) 

DaB fir den Fall, daB [q~] im Vergleich mit [S] sebr 
klein ist und folglich [S — gy] =[S] gesetzt werden kann und 
die obige Gleichung die Form 


[4 — ¢]-[S] = &-[¢] 
annimmt, beide Gesetze zugleich in Geltung sein kénnen, gelit 
aus meiner Darstellung unmittelbar hervor. Auch hat 


K. Josephson neuerdings berechnet, daB wenn [gy] = 107°” 
angenommen wird, der Fehler bei der Berechnung von XK ver- 


1) Diese Zs. Bd. 146, S$. 122 (1925). 
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nachlassigt werden kann.) Fiir die Annahme eines so kleinen 
Wertes fiir [py] gibt aber Josephson keine triftigen Griinde 
an. Er sagt nur: ,,Uber die GréBenordnung von [/] und [¢]?) 
((y] muB ja immer ein Bruchteil von [/] sein) wissen wir 
noch nichts Bestimmtes. Es diirfte aber als wahrscheinlich 
angesehen werden, daf [#| und [q] sehr klein sein miissen.“ 

Hier nimmt Josephson offenbar an, daB die Verbindung 
Enzym—Substrat aus 1 Mol. Enzym + 1 Mol. Substrat besteht. 
Beziiglich einer solchen Zusammensetzung der Verbindung 
sagen v. Kuler und Myrbick, daB dieselbe keinen Vorzug vor 
derjenigen anderer Verhiltnisse verdient.*) Die obige Formel 


[4 — g]-[S— 9] = £-[9] 

entspricht nur unter der von Josephson gemachten Annahme 
den Forderungen des Massenwirkungsgesetzes. Wenn mehrere 
Molekiile Substrat (z. B. m) mit einem Molekiil Enzym ver- 
bunden sind, erhalt die Formel das Aussehen (H — p]-[S8 — 
m-g| = K-+[g], und es scheint mir nicht wahrscheinlich, dab 
(m-g~] nur ein Bruchteil von [/] ist und somit auch nicht, 
daB [S$ —m-g]=[S] gesetzt werden kann. Der Beweis 
dafiir, daB die freie Substratmenge = [8S] gesetzt werden 
kann, steht also noch aus. 

Ich habe auf folgende Weise versucht, mir eine Vor- 
stellung dariiber zu schaffen, welche GréBe die mit dem Enzym 
verbundene Substratmenge annehmen kann. 

Wenn in einer Versuchsreihe bei gegebener Enzymmenge 
(as Substrat in zunehmender Menge zugegeben wird, so steigt 
der Umsatz in einer gegebenen Zeit mit der Substratmenge, 
bis man schlieBlich zu einem Maximum des Umsatzes gelangt 
oder dasselbe in anderer Weise bestimmt wird. v. Euler 
uid Myrbick*), sowie Josephson®) nehmen bei Versuchen 
mit Saccharase und Rohrzucker an, daB bei diesem Maximum 


') Diese Zs. Bd. 147, S. 1 und zwar S. 55 (1925). 
*) Ich habe hier die von mir in dieser Arbeit benutzten Symbole 
eingefiihrt. 
*) Diese Zs. Bd. 124, S. 166 (1928). 
*) Diese Zs. Bd. 124, S. 159 und zwar S. 164 (1923). 
*) Diese Zs. Bd. 134, S. 50 (1928). 
17" 
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des Umsatzes das Enzym vollstandig an das Substrat ge. 
bunden ist, und Josephson macht beziiglich gewisser Gly- 
kosidasen die gleiche Annahme.!) 

Gehen wir aber bei gegebener Enzymmenge von groben 
Substratmengen zu kleineren, so fallt der totale Umsatz mit der 
Substratmenge, wihrend der Umsatz pro Substrateinheit steigt. 
SchlieBlich hért diese Steigung pro Substrateinheit auf und bei 
geniigend geringer Substratmenge ist der Umsatz der Substrat- 
menge proportional. Wir haben also das Maximum des Un- 
satzes pro Substrateinheit, und, da ich annehme, daB bei diesem 
Maximum das vorhandene Substrat vollstiindig an das Enzym ¢e- 
bunden ist, so scheint mir diese Annahme ebenso berechtigt als die 
von v. Kuler und Myrbick, sowie von Josephson gemachte 
Annahme, nach welcher eine gegebene Enzymmenge bei seiner 
maximalen Wirkung vollkommen an das Substrat gebunden ist. 
DaB der Umsatz pro Substrateinheit bei Verminderung des 
Substrates steigt, geht zur Geniige aus dem Verlauf der 
Aktivitits-[S]-Kurve hervor, welche in bezug auf die Abscisse, 
wo die Substratmenge registriert ist, konkav verliuft. Schliet- 
lich geht die Kurve in der Nahe von Origo in eine Gerade 
iiber. DaB dem so ist, hat man fiir mehrere: Enzyme nach- 
weisen kénnen, z. B. fir Lactase (EK. F. Armstrong?) und 
fir Trypsin (Hedin®) Beziiglich der Saccharase, welches 
Knzym uns hier besonders interessiert, hat A. J. Brown‘) zu- 
erst gefunden, daB bei kleinen Substratmengen der Umsatz 
der Substratmenge proportional sein kann. Seine Ziffern waren: 











g Rohrzucker g Rohrzucker 
in 100 ecm invertiert in 60 Min. 
0,25 0,060 
0,5 0,129 
1,0 0,249 
2,0 0,308 





1) Diese Zs. Bd. 147, S. 55 (1925). 

*) Proc. roy. soc. Bd. 73, $. 500 und zwar 509 (1904). 
8) Jl. of Physiol. Bd. 32, S. 476 (1905). 

4) Trans. chem. soz. Bd. 81, 8. 387 (1902). 
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In diesem Falle finden wir die Proportionalitét bei den 
Rohrzuckerkonzentrationen 0,25—1,0 g in 100 ccm oder bei 
niedrigeren Konzentrationen. 

Ahnliches ist aus einem Versuche von v. Euler und 
Laurin in einer Arbeit itiber den Temperaturkoeffizienten der 
Saccharasewirkung zu ersehen. Die Versuchsergebnisse wurden 
fiir die Berechnung der Dissoziationskonstante X in der Gleichung 

[HE — g}-[8] = K-[g 
benutzt.) 

Die Zahlen lauten: 























Normalitiit des Drehungsinderung nach 
Rohrzuckers 14,5 Min. 19 Min. | 40 Min. 
0,0052 0,10 0,12 | 0,17 
0,0104 0,19 0,25 | 0,36 





In den Proben mit anderen Rohrzuckerkonzentrationen in 
diesem Versuche wurde die Ablesung der Drehungsiinderung 
nicht nach denselben Zeiten wie oben bewerkstelligt, und die 
Resultate sind demnach nicht direkt mit den obigen vergleich- 
bar. Die von v. Kuler und Laurin fiir verschiedene Rohr- 
zuckerkonzentrationen angegebenen relativen Anfangsgeschwin- 
digkeiten des Umsatzes waren: 








Anfangskonzentration Relative Anfangs- 
des Rohrzuckers geschwindigkeit 
0,0052 n. 0,45 
0,0104 0,9 
0,0417 1,7 
0,167 2,5 
0,250 2.5 





Bei den iibrigen Versuchen der zitierten Arbeit war der 
Rohrzucker nicht so weit verdiinnt wie in diesem Versuch; 
darum war die Proportionalitit nur in diesem Versuche deut- 
lich nachweisbar. 


') Diese Zs. Bd. 110, S. 55 und zwar S. 67 (1920). 
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In einem Versuche von Josephson iber die enzymatisclie 
Spaltung von Salicin war die Proportionalitat bei 0,0186 », 
und verdiinnteren Lésungen vorhanden}): 











Normalitit Drehungsiinderung nach 

des Salicins 5 Min. | 3 Mis. 
0,0093 0,09 0,13 
0,0186 0,18 0,25 





Die von Josephson angefiihrten Anfangsgeschwindigkeiten 
des Umsatzes waren fiir verschiedene Salicinkonzentrationen: 





Anfangskonzentration Relative Anfangs- 
des Salicins geschwindigkeit 
0,0093 n. 11 
0,0186 21 
0,0291 28 
0,0360 3 
0,0576 35 
0,0827 38 
0,106 40 





Die grdBte Substratkonzentration, bei welcher die Pro- 
portionalitit noch vorhanden ist, diirfte wohl von der an- 
wesenden Enzymmenge abhingig sein. Bei solchen Substrat- 
mengen, welche gréBer sind als diejenigen, welche einen der 
Substratmenge proportionalen Umsatz ergeben, ist der totale 
Umsatz gréBer und folglich nach der geliufigen Vorstellung 
die mit dem Enzym verbundene Substratmenge auch grober. 
Da nach dieser Vorstellung die anfingliche Reaktionsgeschwin- 
digkeit der mit dem Enzym verbundenen Substratmenge pro- 
portional ist, und in dem eben zitierten Versuch von v. Euler 
und Laurin bei 0,0104 n-Rohrzuckerkonzentration aller Zucker 
mit dem Enzym verbunden war, so berechnen wir fir die 
iibrigen Konzentrationen: 


-_-— 





') Diese Zs. Bd. 147, S. 64 (1925), 
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Konzentration des Mit dem Enzym ver- 
Rohrzuckers bundene Zuckermenge 
0,0417 n. 0,0196n. 
0,167 0,029 
0,250 0,029 





Da die so gefundenen, mit dem Enzym verbundenen 
Substratmengen im Vergleich mit den zugesetzten Rohrzucker- 
mengen nicht zu vernachliissigen sind, so kann es meiner 
Ansicht nach nicht erlaubt sein kann, in die Formel 


anstatt [S — qm] einfach [S| einzusetzen. 

Unter solchen Umstiinden kann, wie ich in meinem vorigen 
Aufsatze nachwies, das Massenwirkungsgesetz nicht in an- 
sesebener Weise aut die Enzymwirkung angewandt werden. 
K in der obigen Formel bleibt niimlich nicht konstant, sondern 
wechselt mit der Knzymmenge. 

Das Enzymzeitgesetz, welches fiir die Saccharase in Gel- 
tung ist, bedeutet, daB bei gleicher Substratmenge die Ge- 
schwindigkeitskonstante der zugesetzten EKnzymmenge propor- 


tional ist. DaB dem so ist, wurde von mir schon lingst’ 


bewiesen.') Aus unten anzufiihrenden Versuchen von Hudson 
berechnet v. Kuler, daB die Geschwindigkeitskonstante bei- 
gegebener Substratmenge der Enzymmenge proportional ist.) 
Dasselbe geht aus Ausfiihrungen von Michaelis und David- 
sohn’) sowie von Michaelis und Menten hervor.*) Diejenige 
Knzymmenge, welche die Reaktionsgeschwindigkeit beeinfluBt, 
ist aber die wirksame oder mit dem Substrat verbundene 
Knzymmenge, welche also der zugesetzten Enzymmenge pro- 
portional ist. Nur verlangt von zwei verschiedenen Enzym- 
mengen # und n ZF erstere eine n-Mal so lange Zeit im Ver- 
gleich mit letzterer um den gleichen Umsatz herbeizufiihren. 


a 


) Diese Zs. Bd. 57, S. 468 (1908). 
*) Chemie der Enzyme, 3. Aufl., Teil I, S. 138. 
*) Biochem. Zs. Bd. 35, S. 398—400 (1911). 

*) Biochem. Zs. Bd. 49, S. 367 (1913). 
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Bei kleinen Enzymmengen ist die Reaktionsgeschwindigkcit, 
d. h. der Umsatz in gleichen Zeiten den Enzymmengen 
mengen proportional. Bei Versuchen mit groBen Enzym- 
mengen ist aber die Reaktionsgeschwindigkeit nicht den Enzyin- 
mengen proportional; von 2 Enzymmengen gibt in diesem Falle 
die gréBere in einer gegebenen Zeit einen geringeren Umsatz 
im Vergleich mit der kleineren als die Proportionalitiit ver- 
langt, weil die gebildeten Produkte im ersten Falle stirker 
hemmen «als im letzteren. Aber nach Zeiten, welche dey 
Enzymmengen umgekehrt proportional sind, bleibt auch in 
diesem Falle der Umsatz der gleiche. Innerhalb eines sehr 
weiten Bereiches bleibt also das Enzymzeitgesetz giiltig und 
folglich bei gleicher Substratmenge die mit dem Substrat ver- 
bundene Enzymmenge der zugesetzten proportional. Gegen 
Josephson muB also hervorgehoben werden, dab, wo das 
Knzymzeitgesetz sich bewihrt, bei gleicher Substratmenge [ /] und 
[gy] einander proportional sind, ganz unabhangig davon, ob dic 
Reaktionsgeschwindigkeit der Enzymmenge proportional ist oder 
nicht. Als Beleg mégen folgende Ziffern aus einer Arbeit von 
Hudson angefiihrt werden’): 





Anfiingliche Konzentration der Zuckerlésung 











27,3 | 9,09 °/, 4,55 °/, 

E-t = 30 | 60 | 80 60 | 30 |G 
E=0,25 | 10,9°/, | 21,9, | 45,2°/, | 74,7°% | 78,1% | 92,7, 
0,50 | 11,4 22,6 45,2 74,5 72,9 92,7 
1,00 | 11,5 22,3 45,3 74,7 72,9 93 
1,50 | 11,2 22,7 44,8 74,5 73,2 92,8 
2,00 | 11,2 22 45,8 74,2 73,2 93 

















Die eingetragenen Ziffern sind die Prozentzahlen der ge- 
spalteten Zuckermenge. Der Umsatz ist fiir gleiche #-t-Werte 
der gleiche und folglich das Enzymzeitgesetz in Geltung. 
Kiihren wir zusammen die mit verschiedenen Knzymmengen 
in derselben Zeit erhaltenen Werte bekommen wir: 


') Jl. Amer. Chem. Soc. Bd. 30, 8. 1575 (1908). 
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E : Rohrzuckerkonzentration 

S 27,3 J, 9,099 | 4,55 %q 
0,25 120 Min. 10,9 °/, (45,2, | 73,1°, 
0,50 120 ,, 22.6 \74,5 | \92,7 
0,50 60, 11,4 (45,2 | (72,9 
1,00 60 22.3 \74,7 193,0 
1,00 30, f41,5 (45,3 (72,9 
2,00 so 22 \14,2 193,0 





Nur mit 27,3°/, Rohrzucker, wo das Enzym im Vergleich 
mit dem Rohrzucker sehr gering ist, finden wir die Reaktions- 
seschwindigkeit den Enzymmengen proportional; das Enzym- 
zeityesetz besteht aber bei allen in diesem Versuche gepriiften 
Konzentrationen von Rohrzucker und von Enzym, und folglich ist 
bei gegebener Substratmenge die mit dem Substrat verbundene 
Knzymmenge der zugesetzten Knzymmenge proportional. 


Zusammenfassung. 

Nach der geliufigen Ansicht liegt der Umsatz bei der 
Knzymwirkung in jedem Augenblicke an der Konzentration [¢ | 
der Knzym—Substratverbindung, indem der Umsatz der ge- 
nannten Konzentration proportional ist. Nach der Annahme 
von verschiedenen Forschern ist eine gegebene Enzym- 
menge bei ihrer maximalen Wirkung vollstiindig an das vor- 
handene Substrat gebunden. Aus dem gleichen Grunde muf 


-man annehmen, da& eine gegebene Substratmenge bei 


ihrem maximalen Umsatz vollstiindig an das vorhandene Enzym 
sebunden ist. Dies trifft fiir solche Fille zu, wo die Substrat- 
konzentration so gering ist, daB die Reaktionsgeschwindigkeit 
der Substratkonzentration proportional ist. Die Menge Substrat, 
welche vollstandig an Knzym gebunden werden kann, ist von 
der anwesenden Enzymmenge abhiingig. In einem Versuch 
von A. J. Brown war dieselbe in Normalitit ausgedriickt 
0,03n., in einem Versuch von vy. Euler und Laurin 0,01 n. 
und in einem von Josephson 0,0186n. Wenn bei unver- 
inderter Enzymmenge die Substratmenge erhéht wird, so wird 
der totale Umsatz gréBer und folglich auch die mit dem 
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Substrat verbundene Substratmenge gréBer als die eben an. 
gefiihrten Werte. Solche Substratmengen kénnen im Vergleich 
mit den bei der Bestimmung der Affinitaitskonstante nach 
Michaelis und Menten benutzten Substratmengen (weniger 
als 0,3n.) nicht vernachlassigt werden. Bei gewissen von 
Josephson ausgefiithrten Bestimmungen war[8] im allgemeinen 
von der GréBenordnung 0,1—0,01n.!) In der Formel: 
[E — ¢]-(8— 9] = K-[g], 
welche nach dem Massenwirkungsgesetz beim Gleichgewicht 
zwischen Enzym (/), Substrat (S) und der Verbindung zwischen 
beiden (gy) giiltig sein wiirde, kann also, so viel ich finden 
kann, nicht [S — qm] mit [8] ersetzt werden. Die Formel kan» 
folglich nicht die Form 
[HZ — | [$8] = &-[¢] 
annehmen, auf welche letztere Formel die Methode von Mi- 
chaelis-Menten KA zu bestimmen gegriindet ist. 
Andererseits ist aber die Formel: 
[4 — ¢}-[5— g] = 4-[q], 
wie ich in meinem vorigen Aufsatze nachgewiesen habe, nicht mit 
der Tatsache vereinbar, daB bei gegebener Substratmenge die 
mit dem Substrat verbundene Enzymmenge (gp) der ganzen 
Enzymmenge (£) proportional sein kann. Diese Proportionalitit 
ist fiir die Saccharase nach Versuchen von Hudson innerhalb 
sehr weiter Grenzen vorhanden. 


Nachtrag. 


Nachdem obiges schon fertig geschrieben war, erschie 
eine Mittteilung von L. Michaelis, dem Begriinder der oben 
behandelten Theorie.*) Darin macht Michaelis die Annahme, 
,daB 1 Mol. Zucker sich mit 1 Mol. des Enzyms oder vielleicht 
auch nur mit einer bindungsfihigen Atomgruppe eines irgendwie 
beschaffenen Enzymkomplexes reversibel und daher unvollstiindig 
verbindet“. 





1) Diese Zs. Bd. 147, S. 56 (1925). 
2) Diese Zs. Bd. 152, S. 185 (1926). 
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Zur Frage tiber die Anwendung des Massenwirkungsgesetzes usw. 26] 


In bezug auf die Zusammensetzung der Verbindung Enzym-— 
Substrat kann ich auf das oben gesagte verweisen. Die Frage, 
ob das Enzym unvollstindig und reversibel mit dem Substrat 
sich verbinde, wird von meinem Standpunkte aus in der Weise 
beantwortet, daB, wofern das Enzymzeitgesetz giiltig ist, (bei ge- 
cebener Konzentration derjenigen Stoffe, welche mit dem Enzym 
sich verbinden kénnen) entweder die ganze Enzymmenge oder 
immerhin der gleiche Bruchteil derselben an das Substrat 
gebunden ist und zwar unabhangig von der Konzentration des 
Enzyms. Wird aber die Konzentration des Substrates oder 
derjenigen Stoffe, welche sich mit dem Enzym verbinden 
kénnen, gedndert, so wird die Bindung des Enzyms gewib 
eine andere. 

Als Stiitze fir die Michaelische Theorie la8t sich irgend- 
welche Unveranderlichkeit der fiir die Dissoziationskonstante K 
gefundenen Werte nur schlecht verwerten, da es wohl nunmehr 
feststeht, daB je nach dem Ursprung des Enzymes Variationen 
in ziemlich weitem Umfange vorkommen.?) 


) v. Euler, Chemie der Enzyme. 3. Aufl. 8. 151 und 152. 











Uber die Nichtexistenz einiger Fermente. 
Von 


S. Kostytschew. 


(Der Redaktion zugegangen am 13, Februar 1926.) 


Jedes Jahr erscheinen Mitteilungen iiber die Entdeckungen 
der neuen Fermente in Pflanzen- und Tiergeweben, die neue 
spezifische biochemische Reaktionen hervorrufen sollen. Ks 
unterliegt zwar keinem Zweifel, dab siimtliche wichtigen Stoff- 
umwandlungen in lebenden Zellen durch die Vermittlung der 
Fermente zustande kommen, doch taucht unwillkiirlich der Ver- 
dacht auf, daB die Anzahl der bereits beschriebenen Fermente 
zu groB ist und dem walren Sachverhalt nicht entspriclit. 
Ks ist im Auge zu behalten, daf bisher kein einzigés Ferment 
in chemisch reinem Zustande isoliert worden war und dal 
wir die Gegenwart eines jeden Fermentes nur auf Grund der 
von ihm bewirkten spezifischen Reaktion postulieren. Dieser 
Umstand erfordert freilich groBe Vorsicht bei der Identiti- 
zierung der einzelnen Fermente. Werfen wir nun die Frage 
auf, ob der genannten Mahnung zur Vorsicht tatsiichlich Folge 
geleistet wurde, so lautet die Antwort darauf bestimmt negativ. 
Bei den ,,Entdeckungen“ der neuen Fermente hat man nicht 
selten nicht nur keine ausreichende physikalisch-chemische 
Kontrolle benutzt, sondern auch die in Frage kommende bio- 
chemische Reaktion nicht sicher festgestellt. Es sind unter 
anderem solche Fille zu verzeichnen, wo man sich eine petitio 
principii zuschulden kommen lief. 

Uberblicken wir die Zeit von Sturm und Drang, wo viele 
Stoffumwandlungen, die den ilteren Ansichten nach nur im 
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lebenden Plasma stattfinden, auberhalb der lebenden Zelle aus- 
gefiihrt wurden. Zu dieser Zeit ,entdeckte“ man verschiedene 
Fermente in groSer Anzahl und zwar durch eine wohl allzusehr 
primitive Methode. Den Entdeckungen der neuen Fermente 
lagen nur zu oft die beiden folgenden experimentell durchaus 
nicht gestiitzten Annahmen zugrunde, die leider noch heute 
in weiten Kreisen vorherrschend sind. 

Erstens behauptet man, daB eine jede chemische Reaktion, 
die nach vorsichtiger Abtétung des Zellplasmas fortbesteht, 
aber nach dem Erhitzen auf 100° in Gegenwart einer betriicht- 
lichen Menge von verschiedenen Kolloiden zum Stillstand kommt, 
auf eine Fermentwirkung zuriickzufiihren ist. Ist es ndtig, 
zur Zeit des Aufbliihens der Capillarchemie und der Kolloid- 
chemie die voéllige Willkirlichkeit einer derartigen Annahme 
niiher zu besprechen? 

Zweitens glaubt man schlieBen zu diirfen, daB ein jedes 
Ferment nur eine einzige bestimmte Reaktion bewirkt. Hierbei 
weist man auf das folgende Schlagwort von EK. Fischer hin: 
Min jedes Ferment ist seinem Substrat so angepaBt, wie ein 
Schliissel dem SchloB.“ Es existieren aber Schliissel, die an ver- 
schiedene einfache Schlésser gut passen. Als unmittelbare 
Veranlassung zur Annahme einer scharf ausgepriigten Spezifitit 
der Fermentwirkungen diente der Umstand, daB «- und §-Glu- 
coside nicht durch ein und dasselbe Ferment gespalten werden; 
es existieren vielmehr zwei selbstindige Fermente und zwar 
die g- und die f-Glucosidase. Erstere spaltet nur die @-Glu- 
coside und ist gegeniiber den #-Glucosiden unwirksam. Die 
j-Glucosidase vermag dagegen nur die £-Glucoside zu spalten. 
Nun ist der Unterschied zwischen den «- und den §-Glucosiden 
geringer als derjenige zwischen den anderen Stereoisomeren; 
sind also zur Spaltung der so wenig voneinander abweichenden 
Stoffe zwei selbstiindige Fermente notwendig, so scheint hier- 
durch auf den ersten Blick die feine Spezifitat der Ferment- 
wirkungen besonders deutlich erliutert zu werden. 

Hierbei wird aber auBer acht gelassen, daB die «-Gluco- 
sidase simtliche «-Glucoside von verschiedener chemischen 
Ausammensetzung spaltet, ebenso wie auch die #-Glucosidase 
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simtliche #-Glucoside von verschiedener Konstitution und 
MolekiilgréBe, auBerdem aber auch einige Polysaccharide (z. B, 
Raffinose} hydrolysiert. Dieselbe Bemerkung betrifft auch die 
meisten anderen Fermente; deshalb wire die richtige Schlub- 
folgerung aus dem zu unserer Verfiigung stehenden experi- 
mentellen Material die folgende: ,,Die riumliche Anord- 
nung der Atome in dem durch das Ferment nicht 
unmittelbar angegriffenen Molekilteil hat fiir die 
Fermentwirkungen eine weit gré8ere Bedeutung, als 
die chemische Konstitution des namlichen Molekiil- 
teils.« AuBerdem scheint z. B. die raumliche Anordnung der 
Atome in «- und #-Glucosiden fiir die -Glucosidase der Hefe 
von gréBerem Belang zu sein, als die ungleiche raumliche 
Anordnung der Atome in /-Glucosiden und einigen Poly- 
sacchariden, und es ist daher die Annahme nicht unwahr- 
scheinlich, da die f-Glucosidase in den Hefezellen unter 
natiirlichen Verhaltnissen nicht zur Spaltung der Glucoside, 
sondern zur Spaltung der Polysaccharide bestimmt ist. 

Ks ist also ersichtlich, daB die beiden Annahmen, die ais 
Grundlage der laufenden Ansicht iiber die Spezifitit der Ferment- 
wirkungen dienen, nichts weniger als zuverlassig sind; un- 
geachtet dessen hat man Ofters mit Riicksicht auf die ge- 
nannten Annahmen die ,,Entdeckungen“ der neuen Fermente 
ungezwungen ausgefihrt. Es ist merkwiirdig, mit welcher Eile 
die neuen Bezeichnungen der vermeintlichen Fermente aus- 
findig gemacht wurden! In der Wissenschaft spielt die all- 
gemeine Voreingenommenheit oft dieselbe fatale Rolle wie im 
Offentlichen Leben. In keinem anderen Gebiete der phys- 
kalischen Chemie wiire es zulissig, daB eine Reaktion aul 
Grund von so zweifelhaften Priifungen, wie sie in der Ferment- 
forschung gebriiuchlich sind, charakterisiert wiirde. 

Nicht selten hat man bei der ,,Entdeckung* eines neuen 
Fermentes nicht nur keine Erforschung der Reaktionskinetik 
ausgefiihrt, sondern auch die Existenz der betreffenden Reaktion 
nicht geniigend begriindet, was daran nicht hinderte, einen 
neuen Namen des vermeintlichen Fermentes in grofer Kile 2 
erfinden. Es sind denn auch solche Falle zu verzeichnen, w0 
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die ,,.Entdeckungen“ der neuen Fermente auf zweifellosen Mib- 
verstindnissen beruhen. So hat man vor Jahren angenommen, 


-daB Milchsiure ein intermediires Produkt der alkoholischen 


Garung sei und daher sofort die Existenz eines Fermentes in 


: den Hefezellen postuliert, welches Hexosen zu Milchsiure 


spalten soll. Dieses vermeintliche Ferment erhielt den Namen 
Lactacidase. Bald darauf wurde die spiiter nicht bestitigte 
Ansicht entwickelt, laut welcher auch bei der anaeroben 
Atmung der Samenpflanzen eine intermediire Bildung von Milch- 
siure zu verzeichnen sei. Diesmal wurde das vermeintliche 
milchsiurebildende Ferment Lactolase genannt. Nun ergab 
es sich spaterhin, daB Milchsiure weder bei der Hefegirung, 
noch bei der anaeroben Atmung der Samenpflanzen erzeugt 
wird. Es ist also ersichtlich, daB ein weder in den Hefezellen, 
noch in den Samenpflanzen vorhandenes Ferment zwei ver- 
schiedene Namen erhielt, obwohl die durch dieses Ferment 
vermeintlich hervorgerufene Reaktion nicht existiert. 

Analoge Falle kommen auch in den neueren Jahren vor. 
So hat Neuberg?) ein neues Ferment in der Hefe beschrieben, 
welches Aldehydmolekiile durch ihre Carbonylgruppen verketten 
und in erster Linie aus Benzaldehyd und Acetaldehyd Phenyl- 
acetylearbinol synthesieren soll: 

C,H,—CHO + HCO—CH, = C,H;—CHOH—CO—CH,. 
Dieses Ferment erhielt den Namen Carboligase. 

Auch in diesem Falle ist nicht nur die Kinetik der Reak- 
tion unerforscht geblieben, sondern auch der Verlauf der Reak- 
tion im Sinne der obigen Gleichung nicht festgestellt worden: 
merkwiirdigerweise entsteht das Phenylacetylcarbinol nicht aus 
Acetaldehyd und Benzaldehyd, wie es laut der Gleichung der 
Fall sein sollte, sondern nur aus Zucker bzw. Brenztrauben- 
siiure und Benzaldehyd. AuBerdem hiitte man die Bildung von 
zwei isomeren Stoffen und zwar von C,H, -CHOH—CO—CH, und 
UH, —-CO—CHOH—CH, erwarten diirfen. Experimentell gelingt 
es aber nur die Bildung des ersten Isomers nachzuweisen. 

') C.Neuberg u. Hitsch, Biochem, Zs. Bd. 125, S. 282 (1921); 


C. Neuberg u. Liebermann, ebenda Bd. 121, S. 311 (1921); C. Neu- 
berg u. Ohle, ebenda Bd. 127, S. 327 (1922); Bd, 128, S. 610 (1922). 
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Die beiden Umstinde verdienen wohl eine weitere Nach. 
prifung, dieselbe wurde jedoch nicht ausgefihrt und Neuberg 
bemerkt nur, daB Acetaldehyd vielleicht in statu nascendi in 
die Reaktion tritt. Auf diese Weise wurde wiederum ein neue; 
Ferment ersonnen, das eine experimentell nicht ausfiihrbare 
Reaktion bewirken soll. 

Nun hat neuerdings Faworsky!') gefunden, daB dure) 
Hefewirkung eine intramolekulare Umlagerung der Carbonyl. 
gruppen zustande kommt, die auf eine simultane Oxydation 
und Reduktion der benachbarten Kohlenstoffatome zuriick- 
zufihren ist. KFaworsky hat experimentell dargetan, dat 
lebende Hefe die folgende Reaktion glatt bewerkstelligt: 

C,H,—CO—CHOH—CH, = C,H,—CHOH—CO—CH, , 
was der Verfasser auf folgende Weise durch intermediiir 
Hydratbildung und Wasserabspaltung zu erkliaren sucht: 
C,H,—CO—CHOH—CH, + H,0 = C,H;—C(OH),—CHOH—CH, 


C,H;—C(OH), -CHOH—CH, = C,H,—COH—CH—CH, + H,0 


a al 
O 


C,H,—COH — CH—CH, = C,H;—CHOH—CO—CH, . 


Der obige experimentelle Befund macht den Umstand be- 
greiflich, weshalb nur die eine isomere Form durch Hele- 
wirkung entsteht, und der Vorgang selbst ist am wahrschein- 
lichsten auf folgende Weise zu erliutern: 


CH, CH, 
| | 

CO  +HCO—C,H, -—->» COH—CO—C,H, 
| | 

COOH COOH 


—> CH,—CHOH—CO—C,H, + CO, —» CH,—CO—CHOH—C,H,. 
Dieser Reaktionsverlauf ist durchaus verschieden von de! } 
von Neuberg angenommenen Verkettung der Aldehydmolekiile 
und ist auf die spezifische Reaktionsfihigkeit der Brenztraubev- 
siure zuriickzufiihren. Es ist lingst bekannt, daB Brenz } 
traubensiiure sehr kondensationsfihig ist und mit verschiedene! 


1) A. Faworsky, Bull. Soe. chim. France. Serie 4, Bd. 39~4". 
S. 216 (1926). 
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Stoffen, darunter auch mit Benzaldehyd') Kondensationsprodukte 
liefert. Es ist also ersichtlich, daB sich die Hefewirkung in 
der intramolekularen Verschicbung des Wasserstoffs tufert, 
wogegen die Verkettung der Aldehydmolekile unbewiesen und 
wenig wahrscheinlich ist. Die Erfindung einer Carboligase ist 
also zum mindesten voreilig. 

Uberblicken wir den gegenwiirtigen Zustand des Problems 
der alkoholischen Girung, so treffen wir iiberzeugende Beweise 
der Nichtexistenz einiger Hefefermente. Man nimmt gewoéhnlich 
an, daB am Vorgange der alkoholischen Girung gleichzeitig 
mehrere Fermente teilnehmen. Nun zeigt eine nihere kritische 
Betrachtung, daB die Wirkungen der genannten Fermente koor- 
diniert werden miissen. So besteht eine der modernen 
Girungstheorien, nimlich diejenige von Neuberg im fol- 
senden: Neuberg nimmt an, daB Hexosen tiber Methylglyoxal- 
aldol in 2 Molekiile Methylglyoxal verwandelt werden und 
letzteres durch Anlagerung von 2 Wassermolekiilen Brenz- 
traubensiure und Glycerin ergibt. Die Brenztraubensiiure 
zerfallt dann in iiblicher Weise in Acetaldehyd und Kohlen- 
dioxyd und schlieBlich entstehen glatt Athylalkohol und wiederum 
Brenztraubensiure durch die ,gemischte’ Cannizzarosche 
Reaktion zwischen Acetaldehyd und Methylglyoxal. Diese An- 
nahmen kénnen durch folgende Gleichungen erliiutert werden: 
1. CsH,,0, = C,H,O, (Methy!glyoxalaldol) + 2H,0. 

2, C,H,0, = 2CH,—CO—CHO. 
3. 2CH,—CO—CHO + 2H,0 = CH,OH—CHOH—CH,OH 
+ CH,—CO—COOH. 
4. CH,—CO—COOH = CH,—CHO + CO,. 
+. CH,—CO—CHO + CH,—CHO + H,O = CH,—CO—COOH 
+ CH,—CH,OH. 

Dieses Schema ist aus verschiedenen Griinden unwahr- 
scheinlich, Seinen schwichsten Punkt bildet der fiir dic 
richtige Girungsbilanz notwendige Verlauf der gemischten 
Cannizzaroschen Reaktion (Gleichung 5) genau im Sinne 
der obigen Gleichung. Aus der weiteren Darlegung wird er- 
sichtlich werden, daB zwischen der ,,einfachen“ und der ,,ge- 


') Erlenmeyer, Chem. Ber. Bd. 34, S. 817 (1901). 


lfoppe-Seyler’s Zeitschrift f, physiol. Chemie, CLIV. 18 








nN nen eer rena IO ER teem rmmente apres geen — 


268 S. Kostytschew, 


mischten“ Cannizzaroschen Reaktion keine scharfe Grenze 
existiert. Die Versuche von Nord’) zeigen in der Tat, dat 
bei der Einwirkung von Hefe auf ein Gemisch von zwei ver. 
schiedenen Aldehyden sowohl die einfachen als die gemischten 
Cannizzaroschen Reaktionen zustande kommen und die den. 
selben entsprechenden Produkte in verschiedenen Verhiiltnissey 
entstehen. Dementsprechend miiBte die letzte Phase der Neu. 
bergschen Reaktion nach 4 Richtungen verlaufen: 
i. 2CH,—CO—CHO + H,O = CH,—CO—COOH + CH,—CO—CH,OII. 
2, 2CH,—CHO + H,0 = CH,—COOH + CH,—CH,OH. 
3. CH,—CO—CHO + CH,—CHO + H,O = CH,—CO—CH,OH 

+ CH,—COOH. 
4. CH,—CO—CHO + CH,—CHO + H,0 = CH,—CO—COOH 

+ CH,—CH,0H. 

Ks sollten also theoretisch vier verschiedene Produkte ent- | 

stehen. Der glatte Verlauf der Reaktion unter Bildung von | 
nur 2 Produkten, nimlich von Brenztraubensiure und Athyl- 
alkohol ist ohne besondere regulierende Kinrichtungen kaum 
denkbar. Es ist hierbei noch im Auge zu behalten, dai 
Methylglyoxal nach dem Neubergschen Schema gleichzeitig | 
noch eine andere Verwandlung erfahrt, deren Produkte Brenz- 
traubensiure und Glycerin sind. Diese eigenartige Verwand- } 
lung ist an und fiir sich nicht recht begreiflich, da die An- 
lagerung bereits des ersten Wassermolekiils nach der bekannten 
Reaktion von V. Meyer Milchsaure liefern sollte: 


CH,—CO—CHO + H,O = CH,;—CHOH—COOH. 


Die eigenartige Verwandlung des Methylglyoxals in Breuz- f 
traubensiure und Glycerin muB mit der gemischten Canniz- 
zaroschen Reaktion auf eine solche Weise koordiniert werden, f 
daB eine genaue quantitative Verteilung des Methylglyoxals 
zu den beiden Reaktionen stattfindet. Derartige Regulationen 
sind auBerhalb der lebenden Zelle wohl ausgeschlossen und 
ist somit der Vorgang der zellfreien Garung auf Grund des 
Neubergschen Schemas nicht begreiflich.?) Die zellfreie 





1) F. F. Nord, Biochem. Zs. Bd. 106, S. 275 (1920). 


*) DaB diese Theorie die Sulfitgirung keineswegs besser als allt 
anderen Theorien erkliirt, ist ja einleuchtend. Alle Theorien nehme! F- 
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Gurung ist aber eine festgestellte Tatsache. Die Neubergsche 
Theorie verlangt also eine Regulation der Fermentwirkungen 
in vitro und ist auf Grund simtlicher oben dargelegten EKin- 
winde als unhaltbar zu bezeichnen. 

Ubrigens ist eine Annahme der Existenz mehrerer Giirungs- 
fermente bereits an und fiir sich mit der Forderung einer 
Regulation der verschiedenen Fermentwirkungen auBerhalb des 
Zellplasmas verbunden. Wie ein Schauspieler auf der Bihne 
nur in einem bestimmten Moment auftritt und sein Stichwort 
sagt, ebenso muB ein jedes Ferment nur auf einer bestimmten 
Girungsstufe seine Wirkung ausiiben und an diejenige der 
iibrigen Fermente quantitativ anpassen. Die Fermentforschung 
kennt keine derartigen RegelmaBigkeiten auBerhalb des Zell- 
plasmas. Die Untersuchungen von Palladin und dessen Mit- 
arbeitern!) zeigen vielmehr, da8 nach der Abtétung des Plasmas 
gar keine Koordination der Fermentwirkungen zu verzeichnen 
ist: die Summe der Fermentwirkungen in abgetéteten Zellen 
erinnert nicht im geringsten an die vitale Tatigkeit des lebenden 
Plasmas. 

Auf Grund dieser Erwiigungen nehme ich an, da8 am Vor- 
gange der alkoholischen Giirung nur 2 Fermente, und zwar 
die Phosphatase und die Zymase, welche letztere ein einheit- 
liches Ferment darstellt, teilnehmen. Die selbstiindige Existenz 
der Phosphatase ist daraus ersichtlich, da8 namentlich bei der 
zellfreien Girung eine Anhiufung der Hexosephosphorsiiure 
stattfindet, was auf eine Abwesenheit der Koordination der Wir- 
kungen der Phosphatase und der Zymase hindeutet. Nun will 
ich zeigen, auf welche Weise die Wirkungen der Reduktase, 


an, da8 auf den ersten Stufen der Girung eine Sprengung des Zucker- 
molekiils unter Bildung von einem ,,Dreikohlenstoffkérper“ erfolgt. Da 
nun der Acetaldehyd in Form der Bisulfitverbindung abgefangen wird, 
so bleibt der beim normalen Verlauf der Girung zur Acetaldehyd- 
reduktion dienende Wasserstoff disponibel. Dieser Wasserstoft reduziert 
den erwiéhnten ,,Dreikohlenstoffkérper“ zu Glycerin. 

) W. Palladin, Die Arbeit der Fermente in lebenden und 
getoteten Pflanzen (1910); Fortschr. d. naturw. Forsch. Bd. 1 (1910); 
Petruschewsky, Diese Zs. Bd. 50, S. 251 (1907); Korsakow, Bot. 
Ber. Bd. 28, 8. 334 (1910) u. a. 
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der Carboxylase und der Mutase zusammengefaBt werdey 
kénnen, betone aber ausdriicklich, da dieser erste Versuch, 
die Anzahl der am Girungsvorgange beteiligten Fermente ein. 
zuschriinken, keinen Anspruch auf eine erschépfende Klarlegung 
des geheimnisvollen Prozesses haben kann. 

Als Veranlassung zu den weiter unten dargelegten Ky. f 
wigungen diente der Befund, daB Hefe den Acetaldehyd in 
Sinne der Cannizzaroschen Reaktion glatt in Aquimolekulare f 
Mengen von Athylalkohol und Essigsiure verwandelt.!) Ks 
ist einleuchtend, da8 diese Reaktion beim normalen Verlau! | 
der alkoholischen Girung eine andere Richtung einschlagen | 


mu, da bei der Girung keine nennenswerten Mengen von | 


Hssigsiure entstehen. Betrachten wir nun die Cannizzaro- 
sche Transmutation als einen spezifischen Vorgang, der durci f 
ein eigens dazu bestimmtes Ferment hervorgerufen wird, s0 | 
ist es nicht leicht, die experimentellen Ergebnisse mit der 
theoretischen Vorstellung tiber die Rolle des Acetaldehyds am | 
Girungsvorgange in Einklang zu bringen. Es ist daher ge- 
boten, das Wesen der Cannizzaroschen Reaktion etwas ein- 
gehender zu untersuchen. 

Die ..klassische“ Cannizzarosche Reaktion besteht darin, 
daB zwei Molekiile eines Aldehyds unter Wasseranlagerung in 
ein Alkohol- und ein Siiuremolekiil itibergehen. So z. B:: 

2CH,—CHO + H,0 = CH,—CH,OH + CH,—COOH. 


Es scheint also auf den ersten Blick, als ob das eine 
Aldehydmolekiil zwei Wasseratome, das andere Molekiil aber 
ein Sauerstoffatom anlagere. Nun sind auch solche Fille be- 
kannt, wo sich genau dieselben Vorgiinge an einem einzigel 
Molekiil mit zwei Carbonylgruppen abspielen. Es sind dies 
z. B. die von V. Meyer beschriebenen Umwandlungen vol f 
Glyoxal in Glykolsiiure und von Methylglyoxal in Milchsivure: 

CHO—CHO + H,O = CH,OH—COOH, 
CH,—CO—CHO + H,O = CH,—CHOH—COOH. 
Ks liegt freilich kein Grund vor, diese Reaktionen gege 





1) §. Kostytschew, Diese Zs. Bd. 89, S. 367 (1914); Bd. 92, S. 402 
(1914). 











pel 


402 


Uber die Nichtexistenz einiger Fermente. 971 


die Transmutation von zwei separaten Aldehydmolekiilen scharf 
abzugrenzen. In beiden Fallen handelt es sich um eine simul- 
tane Verwandlung von zwei Carbonylgruppen, die unter Wasser- 
anlagerung eine Hydroxyl- und eine Carboxylgruppe ergeben. 
Ob nun die beiden Carbonylgruppen sich in einem einzigen 
oder in zwei separaten Molekiilen befinden, ist gewiB von 
nebensichlicher Bedeutung. 

Es hat den Anschein, als ob sowohl bei der ,.klassischen“* 
Cannizzaroschen Reaktion, als bei den V. Meyerschen 
Reaktionen die eine Carbonylgruppe zwei Wasserstoffatome, 
die andere Carbonylgruppe aber ein Sauerstoffatom des Wasser- 
molekiils anlagere. Da aber eine derartige Dissoziation des 
Wassers absolut unmdglich ist, so ist die folgende Erklirung 
des Reaktionsverlaufes wahrscheinlich; diese Annahme wurde 
von Faworsky?) gemacht zur Erliuterung der von ihm be- 
schriebenen intramolekularen Umgestaltungen der Ketone, Alde- 
hyde und chlorierten Alkohole unter dem EHinfluB von Alkalien. 

Zuerst entstehen Hydrate der beiden Carbonylgruppen, 
aus denen durch Abspaltung eines Wassermolekiils eine un- 
bestindige, oxydartige Verbindung hervorgeht. Dann erfolgt 
eine Umlagerung, die darin besteht, daB der Sauerstoff der 
Oxydgruppe sich mit seinen beiden Valenzen an das eine 
Kohlenstoffatom bindet. Infolgedessen iiberspringt ein Wasser- 
stoffatom vom niimlichen Kohlenstoffatom zum benachbarten 
mit einer freien Valenz verschenen Kohlenstoffatom. Dieser 
Reaktionsverlauf wird durch folgendes Beispiel veranschaulicht: 





H H H H 2 

| | | \ 

’ s | OH OH 

ied 2Hs0 Con 1,0. AVS acai : ee 

= »_-OH - 

— SoH ( C<on . 

H H i: OH 
Glyoxal | Glykolsiure 


Die Annahme eines Uberspringens des Wasserstoffs be- 
ruht darauf, daB bei der Bildung von Benzilsiiure aus Benzil, 





') A. Faworsky, Untersuchungen iiber die isomeren Verwandlungen 
der Carbonylverbindungen, chlorierten Alkohole und halogensubstituierten 
Uxyde (1895), Russisch. Vel. auch S. 266. 
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einer der Bildung von Glykols’ure aus Glyoxal durchaus ana- 
logen Reaktion nicht ein Wasserstoffatom, sondern eine Pheny|. 
gruppe iberspringt, was eine Konfigurationsanderung des Mole- 
kiils zur Folge hat. 


H H H C,H; C,H; C,H, 

| a | o 

C=0 C—OH C=0 C—OH 

| +HO= | | roe : 

C= C= C=0 C=O 

| | | 

H OH C,H; OH 
Glyoxal Glykolsiure Benzil Benzilsiiure 


Es liegen also héchstwahrscheinlich auch der Bildung von 
Benzilsiure folgende Reaktionen zugrunde: 





C,H; C,H; C,H; C,H, C,H; 
0 120, (.<0H 0, x1 _ Cou 
C0 OOH ( <on C=01 
C,H, CH, CH, OH 


Die obige Konfiguration der Benzilsiure ist durch Simons 
und Zincke?) festgestellt worden. 

Nun ist es kaum zweifelhaft, daB auch die ,,klassische~ 
Cannizzarosche Reaktion tiber die Zwischenstufe der Hydrat- 
bildung und des Wasserstoffiiberspringens zustande kommt: 


H H H H 
bo + ont 222+ Ho-G_on + HO—¢-OH 
er eet ai 

H oH: H HOH 


—H,0 





lak ed 
> HO—C—O0—C—OH > HO—CG + O=C 


| | | | 
CH, CH, CH, C4, 


Ks zeigt sich also, da8 die Cannizzarosche Transmutation 
von zwei Aldehydmolekiilen, die Umlagerungen von Glyoxal 


bzw. von Methylglyoxal nach V. Meyer und die Bildung von 
Benzilsiture aus Benzil, also drei auf den ersten Blick un- 








1) Simons und Zincke, Liebigs Aun. der Chem. Bd. 171, S. 13! 
(1874). 
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sleiche Reaktionstypen, auf Grund der soeben dargelegten An- 
sicht im Prinzip identisch sind. 
Es liegt also die Annahme nahe, da8 zwischen den Wir- 
kungen von Aldehydmutase, Hefereduktase und Carboxylase 
keine scharfe Grenze zu ziehen ist. Da im Laufe der Trans- 
mutation der Carbonylgruppen ein Uberspringen der Wasser- 
stoffatome stattfindet, so ist der Gesamtvorgang als eine 
simultane Oxydation und Reduktion zu bezeichnen. Unmittelbar 
vor seiner Abspaltung ist der Wasserstoff freilich ganz locker 
gebunden und kann also unter Umstiinden auf andere Kérper 
iibertragen werden, was eine Erklirung der reduzierenden 
Kigenschaften der Hefe liefern kann. DaB die Brenztrauben- 
siurespaltung mit dem Uberspringen eines Wasserstoffatoms 
zum benachbarten Kohlenstoffatom verbunden ist, bedarf kaum 
einer Krliuterung. In diesem Falle spaltet sich aber die mit 
Hydroxylgruppen iiberladene Kohlenstoffkette unter Wasser- 
und Kohlendioxydbildung, wonach Acetaldehyd erhalten bleibt: 





OH, CH, CH, CH, 
| | LOH | OH | 
C=0 toH,0 Coq -no0. CXS H—-C=0O 
eS ye =. otk 

| | ; + 
OH OH OH CO, 


DaB die vermeintliche Carboligase kein  selbstindiges 
Kerment ist, wurde bereits oben dargelegt. Wir sehen also, 
daB unter den in der Hefe beschriebenen Fermenten die Re- 
duktase, die Mutase, die Carboxylase und die Carboligase wahr- 
scheinlich keine selbstindigen spezifischen Katalysatoren dar- 
stellen und durch ein einziges Ferment ersetzt werden kénnen, 
ein Ferment, welches Verschiebungen der Wasserstoffatome und 
der einwertigen Radikale in einer Kohlenstoffkette bewirkt, 
Die Existenz eines derartigen Fermentes ist zwar noch nicht 
festgestellt, doch auf Grund der oben dargelegten Unter- 
suchungen von Faworsky iiber die Verwandlung von Methyl- 
benzoylearbinol in Phenylacetylearbinol durch Hefe als wahr- 
scheinlich anzusehen. Der Nachweis eines einwertige Radikale 
Verschiebenden und also Kohlenstoffketten verzweigenden Fer- 
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mentes kénnte viele physiologische Stoffumwandlungen  j) 
Pflanzenzellen, darunter z. B. die Bildung von Citronensiure 
aus Zucker begreiflicher machen. 

AuBerdem ist zu oft der Umstand vernachlassigt worden, 
daB verschiedenartige Beschleunigungen der biochemischen 
Reaktionen durch allgemeine GesetzmiBigkeiten der Grenz- 
flachenerscheinungen, also ohne Anteilnahme der spezifischen 
Fermente, erklirt werden kénnen. So wirken wahrscheinlich 
die Bredigschen kolloiden Metallésungen wohl durch LKin- 
leitung verschiedener Reaktionen in den Grenzflichen. Diese 
kolloiden Metallésungen katalysieren denn auch verschieden- 
artige Reaktionen. Neuerdings hat Warburg?) die an und 
fiir sich naheliegende 'latsache hervorgehoben, daB einige bio- 
chemische Vorgiinge, wie z. B. die Photosynthese und nament- 
lich die biologischen Oxydationen in manchen Fallen durch: 
allgemeine capillarchemische Erscheinungen in Betrieb gesetzt 
werden. Méglicherweise diirfte eine weitere experimentellc 
Begriindung der Warburgschen Theorie die Existenz einiger 
Oxydationsfermente in Abrede stellen. 

Zusammenfassend ist also der SchluB zu ziehen, dab dic 
Liste der bisher beschriebenen Fermente einer griindlichen 
Revision unterzogen werden muB, da einige Fermente nach- 
weislich nicht existieren, in betreff der vielen anderen sind 
aber wohlbegriindete Zweifel nicht von der Hand zu weisen. 
Diese Nachpriifung ist als eine dringend notwendige uni 
aktuelle Arbeit zu bezeichnen. Sie wiirde vielleicht eine neue 
Periode der Fermentforschung einleiten, denn in den ver- 
schiedenen Gebieten der experimentellen Wissenschaften be- 
steht die folgende .,Kinetik“ unserer Fortschritte: Zuniichst 
wird der zu untersuchende Gegenstand nur in seinen all- 
gemeinen Ziigen erschlossen und sieht dann als eine ziemlicl: 
einfache Erscheinung aus. Alsdann kommen immer neue 'at- 
sachen ans T'ageslicht, aber es fehlen vorerst noch die zu- 
sammenfassenden GesetzmiBigkeiten; infolgedessen verwickelt 





1 O. Warburg, Biochem. Zs. Bd. 100, S. 230 (1919); Bd. 103, 
S. 188 (1920); Bd. 119, S. 134 (1921); Bd. 136, S. 266 (1923); Bd. 142: 
S. 518 (1923); Zs. f. Elektrochem. 8. 70 (1922). 
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sich voriibergehend der Sachverhalt. SchlieBlich gelingt es 


jedoch, die experimentellen Ergebnisse in Ordnung zu bringen 


und es ergibt sich dann oft, daB der uns interessierende Gegen- 
stand nicht so kompliziert ist, wie es zunichst der Fall zu 
sein schien. LaB8t sich also in der Fermentforschung ein Be- 
dirfnis nach Zusammenfassungen empfinden, so deutet dies 
darauf hin, daB die letzte Periode der Evolution des genannten 
\Vissenschaftsgebietes bald eintreten muB. 

Die eigene Ansicht des Verfassers dieser Zeilen iiber die 
Natur der Pflanzenfermente besteht darin, daB namentlich die 
Grenzflichenerscheinungen die Grundlage der Wirkung der 
meisten Fermente bilden. Es scheint niimlich, dafS Fermente 
mit ihrem Substrat meistens ein heterogenes System darstellen. 
Auch sind méglicherweise die Fermente bereits an und fir 
sich keine einheitlichen Koérper. Die wohlbekannten Unter- 
suchungen von Willstatter und seinen Mitarbeitern zeigen 
zwar, daB bei fortschreitender Reinigung das Wirkungsvermégen 
der Fermente zunimmt, doch sind von den genannten Forschern 
bisher noch keine einheitlichen chemischen K6rper von einer 
spezifischen katalytischen Wirkung isoliert worden. Es ist 
daher die Annahme nicht ausgeschlossen, dai nach einer voll- 
kommenen Beseitigung gewisser komplex gebundener bzw. ad- 
sorbierter Bestandteile des fermentativ wirkenden Systems der 
chemisch einheitliche Rest keine katalytische Wirkung aus- 
zuiiben vermag. 





Uber eine Verbindung von Veronal mit Pyramidon. II. 
Von 
Paul Pfeiffer und Olga Angern, 


Mit 15 Figuren im Text, 


(Chemisches Institut der Universitat Bonn.) 


(Der Redaktion zugegangen am 16, Februar 1926.) 


Vor kurzem wurde mitgeteilt, dab eine gut charakterisierte 
Molekiilverbindung der beiden pharmakologisch so wirksamen 
Stoffe Pyramidon und Veronal existiert, welche die Kon- 
ponenten im molekularen Verhiltnis 1:1 enthalt, also der 
Formel: 


(CH,),N—C-—C—CH, /O-NHy 
| - (C,H3 CC arr 
O=C N—CH, CO—NH 
bl 
N 
| 
C,H, 
entspricht.’) 


Wir versuchten nun, einen HKinblick in die Konstitution 
dieser Verbindung zu erhalten, indem wir durch systematischen 
Ersatz der Komponenten durch nahverwandte Verbindungen 
diejenigen Atome, bzw. Atomgruppen festzustellen suchten, 
deren Restaffinititen die Existenz unserer Molekiilverbindung 
bedingen. 

DaB die Dimethylaminogruppe des Pyramidons fii! 
die Bindung der Komponenten keine wesentliche Rolle spielt, 
geht daraus hervor, daB sich auch Acetylaminoantipyriv, 


1) Pp. Pfeiffer, Diese Zs. Bd. 146, S, 98 (1925); siehe auch 
H. Rheinboldt u. M. Kircheisen, Anh. d. Pharm. 1928, H. 7, S. 1. 
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welches sich vom Pyramidon durch Ersatz der Gruppe N(CH,), 
durch die Gruppe NH-CO-.CH, ableitet, wie auch Antipyrin 
selbst mit Veronal zu Molekiilverbindungen vereinigen lassen. 
Die nach dem Verfahren von Rheinboldt') aufgenommene 
Schmelzpunktskurve der Acetylaminoantipyrin—Veronalgemische 
(Kurve 1) zeigt ein ausgesprochenes Maximum bei dem Molekular- 
verhaltnis 1:1, wahrend die Schmelzpunktskurve von Antipyrin 
+ Veronal (Kurve 2) auf dem von reinem Veronal ausgehenden 
Ast einen Knick besitzt,*) der in Kombination mit der Lage 
der Auftaukurve die Existenz einer inhomogen schmelzenden 
Verbindung 1:1 erkennen JiBt. 

Von diesen beiden Molekiilverbindungen konnte die tes 
Acetylaminoantipyrins in feinen, farblosen Nadeln vom Schmelz- 
punkt 169—169,5° in reiner Form isoliert werden; die Rein- 
darstellung der Antipyrinverbindung gelang nicht. 

Mit unserer Ansicht, daB dem Dimethylaminorest des 
Pyramidons keine spezifische Affinitait zum Veronal zuzuschrei- 
ben ist, steht auch in gutem Einklang, daB Veronal aus Di- 
methylanilin wieder unveriindert auskrystallisiert und sich auch 
nicht mit Michlerschem Keton vereinigt (siehe weiter unten). 

Ks lag nun der Gedanke nahe, daB die Additionsfihigkeit 
des Pyramidons, Acetylaminoantipyrins und Antipyrins gegen- 
liber Veronal mit der s&ureamidartigen Natur dieser Ver- 
bindungen zusammenhingt. Dann sollte sich aber auch 
Sarkosinanhydrid 
/O—CH, 2 
\cH,—Cco” 
ein typisches, cyclisches Siureamid, mit Veronal vereinigen 
lassen. Es gelang in der Tat, die Verbindung: 
CO—CHy CO—NH 


“ou, PF ie, 2(C, H,) eC 


H,C-N N-CH; , 


Sco 


CH. 
. \co—NH% 


») i. Rheinboldt, J. f. prakt. Chem. |2], Bd. 111, S. 242 (1925). 

*) Siehe hierzu auch die Dissertation von Fri. A. Regenbogen 
(Amsterdam 1918); aus der dort angegebenen Erstarrungskurve der Anti- 
pyrin-Veronalgemische kann zwar mit einiger Wahrscheinlichkeit auf die 
Kxistenz einer Molekiilverbindung geschlossen werden, ohne da aber 
die Zusammensetzung zu ermitteln wiire. 
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in Form durchsichtiger, plattenférmiger Krystalle zu isoliere) 
und durch Aufnahme der Schmelzpunktskurve (Kurve 3), die au{ 
der Veronalseite einen deutlichen Knick zeigt, sicher zu stellen. 

Das einzige von uns gewahlte offene Saiureamid, das Benz- 
anilid gab ein negatives Resultat (Kurve 41); auch die Ketone 
Cinnamylidenbenzalaceton und Tetramethyldiaminobenzophenon 
(Michlersches Keton) reagieren nicht mit Veronal (Kurven 5 
und 6). 

In der Veronalkomponente geht die Restaffinitit jeden- 
falls von den NH-Wasserstoffatomen aus. Ersetzt man diese 
durch Athylreste, so erhilt man eine Verbindung: 


welche weder zum Pyramidon noch zum Antipyrin oder Sar- 
kosinanhydrid chemische Affinitat besitzt. Die drei Siiureamide 
krystallisieren aus einer Lésung in Diathylveronal unverindert 
wieder aus. 

Dem Veronal stellt sich in seiner Additionsfaihigkeit ganz 
das Diphenylamin (C,H,),NH an die Seite, welches sich, 
gemiB dem Verlauf der Schmelzpunktskurven 7 und 8 eben- 
falls mit Antipyrin und Sarkosinanhydrid vereinigt, wihren( 
sich sein Methylderivat (C,H,),NCH, als indifferent gegen diese 
Stoffe erweist. Auch den Phenolen gleicht das Veronal in 
seinen Kigenschaften. Es ist ja bekannt, daB sich diese leicht 
mit Antipyrin?) und Glycinanhydrid*) zu wohlcharakterisierten 
Molekiilverbindungen vereinigen. Die Additionsreaktionen 
werden hier durch den Hydroxylwasserstoff bedingt; denn 
die Phenolither, z. B. Anisol und «-Naphthylmethylather lager: 
sich weder an Antipyrin noch an Sarkosinanhydrid an. 

Der Wasserstoff alkoholischer Hydroxylgruppen und 


1) Bei den offenen Siureamiden sind weitere Versuche erforderlich: 
wie wir neuerdings fanden, gibt n-Methylacetanilid ebenfalls keine 
Veronalverbindung. 

2) Siehe die Angaben in Beilstein, III. Aufl., Bd. IV, S. 510. 

*) Powarin u. Tichomirow, Chem. Zbl. 1924, III, S. 857. 
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der an Kohlenstoff gebundene Wasserstoff zeigen gegeniiber 
cyclischen Siureamiden keine Additionsfahigkeit, indem sich 
weder Menthol (Kurve 9), noch Triphenyl!methan und T'rinitro- 
triphenylmethan (Kurven 10 und 11) mit Sarkosinanhydrid 
vereinigen. Doch mu man bei solchen Verallgemeinerungen 
recht vorsichtig sein, da geringe konstitutionelle Unterschiede 
die Restaffinititen so beeinflussen koénnen, daB sich nah- 
verwandte Verbindungen gleicher Funktion bei Additions- 
reaktionen verschiedenartig verhalten. So gibt Antipyrin 
zwar eine Verbindung mit Diphenylamin (siehe oben), nicht 
aber mit Carbazol (Kurve 12), 8-Naphthylamin (Kurve 13) und 
o-Phenylendiamin (Kurve 14), auch ist Pyramidon indifferent 
gegen Benzimidazol (Kurve 15) usw. 

Das Ergebnis unserer Untersuchung kénnen wir dahin 
zusammenfassen, daB die Verbindungen von Pyramidon und 
Antipyrin mit Veronal and Sarkosinanhydrid wohl so zustande 
kommen, daB sich der NH-Wasserstoff des Veronals an die 
Siureamidgruppe des Pyramidons, bzw. Antipyrins und 
Sarkosinanhydrids bindet, wobei es dahingestellt bleiben muB, 
ob diese Bindung eine salzartige ist, also mit der Wanderung 
eines Klektrons verkniipft isi, oder aber eine rein koordinative; 
die letztere Annahme erscheint mir in Anbetracht der Tat- 
sache, daB Diphenylamin, obgleich es doch kaum als Siure 
angesprochen werden kann, eine fahnliche Verbindungsfihigkeit 
wie Veronal besitzt, die wahrscheinlichere. 


Versuchsteil.') 
1, Pyramidon + Benzimidazol (Kurve 15); W. 
Der Schmelzpunkt des aus o-Phenylendiamin und Ameisen- 
siure dargestellten Benzimidazols lag bei 170°, der des Pyra- 
midons bei 108 °.?) 


) Die mit W. bezeichneten Systeme sind von Herrn Liu Wang 
untersucht worden. 

*) Zur Verfiigung gestellt von der Chemischen Fabrik auf Aktien 
(vorm. E. Schering); auch an dieser Stelle sei der Firma fiir die Uber- 
lassung einer Reihe wertvoller Priparate unser bester Dank aus- 
“esprochen. 
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Gewichtsprozente Pyramidon. 
0 20 40 50 60 65 73 80 8 88 100 


Auftaupunkte. 
168 65 64,2 64 63,4 63,8 65 64 64,2 107 


Schmelzpunkte. 
170 158,7 189,5 126 102 85 168 863 95 108 


Die Schmelzpunktskurve besteht aus zwei Asten, die sic 
im eutektischen Punkt schneiden; eine Molekiilverbindung 
existiert nicht. 


2. Antipyrin + Veronal (Kurve 2). 

Antipyrin und Veronal wurden uns in reinem Zustand 
von der Firma: Chemische Fabrik auf Aktien (vorm. E. Sche- 
ring), Berlin, zur Verfiigung gestellt. Der Schmelzpunkt des 
Antipyrins lag bei 113°, der des Veronals bei 188°. 


Gewichtsprozente Antipyrin. 
0 20 30 40 50 60 65 7 7 80 90 = 100 


Auftaupunkte. 
i866|6889)—l(C 89s 89. «8H Bs BD—s FZBsCsB8De_—=“‘*WDZ_=SCsid11'DT 


Schmelzpunkte. 
188 176 166 146 125 103 90 87 88 94 104 113 


Die Schmelzpunktskurve weist auf dem von 100°/, Veronal 
ausgehenden Ast einen Knickpunkt auf, der auf eine inhomogen 
schmelzende Verbindung hindeutet. DaB diese Verbindung 
die Zusammensetzung 1:1 hat, zeigt die Lage der Auftaukurve. 
Die Versuche, die Verbindung in reiner Form zu _isolieren, 
waren vergeblich, Aus einer wiSrigen Lésung der Kon- 
ponenten krystallisierten entweder die einzelnen Verbindungen 
oder Gemische aus; die alkoholische Lésung der Komponentei 
ergab erst im sirupésen Riickstand Krystalle, die sich aber 
von der Mutterlauge nicht befreien lieBen. 


38. Antipyrin + Diphenylamin (Kurve 7). 
Das angewandte Diphenylamin schmolz bei 54° und wurde 
bei 52° weich. 
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Gewichtsprozente Antipyrin. 
0 10 20 30 35 386 40 45 = 50 60 70 80 90 106 


Auftaupunkte, 


52 «31,7 81,7 31,7 81,7 31,2 81,2 31,2 31,2 31,2 81,2 31,2 31,2 111 


Schmelzpunkte. 
54 48 41 34,5 35,2 35,5 35,0 33250 74 87 97 104,5 113 
Die Schmelzpunktskurve zeigt ein flaches aber deutliches 
Maximum, welches die Existenz einer Molekiilverbindung 1:2 
(Antipyrin zu Diphenylamin) beweist. 


4, Antipyrin + Carbazol (Kurve 12); W. 
Der Schmelzpunkt des umkrystallisierten Carbazols lag 
bei 235° 
Gewichtsprozente Antipyrin. 
0 36 54 60 65 69 72 SO 90 100 
Auftaupunkte. 
76,8 76 75 72,5 76 76 111 


bo 
racy 
oD 
~1 
= 
-1 
~1 


Schmelzpunkte. 
235 195,5 151,38 129 95 80,6 83,5 93 1028 113 
Das Schmelzdiagramm besitzt keinen Knick und auch 
kein Maximum; eine Verbindung der Komponenten ist also 
nicht nachzuweisen. 
5. Antipyrin + 6-Naphthylamin (Kurve 13); W. 
Der Schmelzpunkt des umkrystallisierten 6-Naphthylamins 
lag bei 112° 
Gewichtsprozente Antipyrin. 
0 20 £84 44 50 57 60 72 80 =6100 
| Auftaupunkte. 
110 450 = 42,5 «41,9 42 42 41,9 43 45 111 
Schmelzpunkte. 
112 99 85 173 £638 54 61,2 81,6 93 113 
_ Die Kurve besteht aus zwei ziemlich steil abfallenden 
Asten, die sich in einem Eutektikum schneiden. Eine Ver- 
bindung liBt sich nicht nachweisen. 
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Gewichtsprozente Pyramidon. 
0 20 40 50 38660 65 73 80 #88 100 


Auftaupunkte. 
168 65 64,2 64 63,4 63,8 65 64 64,2 107 


Schmelzpunkte. 
170 158,7 139,5 126 102 85 16,8 863 95 108 


Die Schmelzpunktskurve besteht aus zwei Asten, die sich 
im eutektischen Punkt schneiden; eine Molekiilverbindung 
existiert nicht. 


2. Antipyrin + Veronal (Kurve 2). 
Antipyrin und Veronal wurden uns in reinem Zustand 
von der Firma: Chemische Fabrik auf Aktien (vorm. E. Sche- 
ring), Berlin, zur Verfiigung gestellt. Der Schmelzpunkt des 


Antipyrins lag bei 113°, der des Veronals bei 188°. 


Gewichtsprozente Antipyrin. 
0 20 30 40 50 60 65 7 75 80 90 100 


Auftaupunkte. 
186 89 89 89 85 82 82 82 82 82 82 M111 


Schmelzpunkte. 
188 176 166 146 125 103 90 87 88 94 104 1138 


Die Schmelzpunktskurve weist auf dem von 100°/, Veronal 
ausgehenden Ast einen Knickpunkt auf, der auf eine inhomogen 
schmelzende Verbindung hindeutet. DaB diese Verbindung 
die Zusammensetzung 1:1 hat, zeigt die Lage der Auftaukurve. 
Die Versuche, die Verbindung in reiner Form zu _isolieren, 
waren vergeblich. Aus einer wiBrigen Lésung der Kom- 
ponenten krystallisierten entweder die einzelnen Verbindungen 
oder Gemische aus; die alkoholische Lisung der Komponenten 


ergab erst im sirupésen Riickstand Krystalle, die sich aber 


von der Mutterlauge nicht befreien lieBen. 


3. Antipyrin + Diphenylamin (Kurve 7). 
Das angewandte Diphenylamin schmolz bei 54° und wurde 
bei 52° weich. 
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Gewichtsprozente Antipyrin. 
0 10 20 30 85 386 40 45 50 60 70 80 90 1006 
Auftaupunkte, 
52 81,7 81,7 31,7 81,7 31,2 81,2 81,2 31,2 31,2 81,2 81,2 31,2 111 
Schmelzpunkte. 
54 48 41 34,5 35,2 35,5 35,0 33,2 50 74 ST OT 104,5 113 
Die Schmelzpunktskurve zeigt ein flaches aber deutliches 


Maximum, welches die Existenz einer Molekiilverbindung 1:2 
(Antipyrin zu Diphenylamin) beweist. 


4, Antipyrin + Carbazol (Kurve 12); W. 


Der Schmelzpunkt des umkrystallisierten Carbazols lag 
bei 235°, 
Gewichtsprozente Antipyrin. 
0 36 54 60 65 69 12 sO = 90 100 
Auftaupunkte. 
233 77 386177 768 76 75 7725 76 76 111 
Schmelzpunkte. 
235 195,5 151,38 129 95 80,6 83,5 93 1028 113 
Das Schmelzdiagramm besitzt keinen Knick und auch 
kein Maximum; eine Verbindung der Komponenten ist also 
nicht nachzuweisen. 


5. Antipyrin + 6-Naphthylamin (Kurve 13); W. 
Der Schmelzpunkt des umkrystallisierten 6-Naphthylamins 
lag bei 112°. 
Gewichtsprozente Antipyrin. 
0 20 34 44 50 57 60 72 80 §=6100 
Auftaupunkte. 
110 45 42,5 41,9 42 42 41,9 43 45 111 
Schmelzpunkte. 
112 99 85 73 £638 54 61,2 81,6 93 113 


Die Kurve besteht aus zwei ziemlich steil abfallenden 
Asten, die sich in einem EKutektikum schneiden. Eine Ver- 
bindung liBt sich nicht nachweisen. 
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6. Antipyrin + o-Phenylendiamin (Kurve 14); W. 
Der Schmelzpunkt des umkrystallisierten o-Phenylendiamins 
lag bei 102,5°% 
Gewichtsprozente Antipyrin. 
0 380 48 55 62 65 = 85 100 
Auftaupunkte. 
101 44,38 «48,5 «44,2 «444,2 43,5 489 44 111 
Schmelzpunkte. 
1025 89 70 62 55 °&«&465,8 825 98 118 
Das Diagramm entspricht ganz dem der Gemische von 
Antipyrin und 8-Naphthylamin; eine Verbindung existiert nicht. 


7. Acetylaminoantipyrin + Veronal (Kurve 1). 


Das reine Acetylaminoantipyrin bildete hellgelbstichige, 
feine vier- und sechsseitige Plattchen von Schmelzp. 201°; das 
reine Veronal schmolz bei 188°. 


Gewichtsprozente Acetylaminoantipyrin. 
0 10 20 30 40 D0 D7 60 TO 80 9 100 
Auftaupunkte. 
186 160,5 160.5 160,5 160,5 160,5 163.5 168 168 168 168 198 


Schmelzpunkte. 
188 181,5 174 167 163 168 169,5 169 177 186 195 201 

Die Schmelzpunktskurve zeigt ein deutliches Maximum, 
welches die Existenz einer homogen schmelzenden Verbindung 
(molekulares Verhiltnis 1:1) beweist. 

Zur Darstellung der Verbindung schmilzt man in einem 
Kélbchen vorsichtig 0,25 g Veronal und 0,35 g Acetylamino- 
antipyrin zusammen, laBt erkalten und lést das Gemisch in 
1 ccm heiBem Alkohol. Beim Erkalten krystallisieren feine, 
farblose Nadeln aus, die bei 169—169,5° schmelzen. Die Ver- 
hindung entsteht auch dann, wenn die Komponenten nicht 
vorher zusammengeschmolzen werden, nur erfolgt die Krystal- 
lisation dann schwieriger. 


4,556 mg Substanz gaben 0,647 cem N (21°, 760 mm). 
Ber. (Mol.-Ver. 1:1) 16,31°/, N 
Gef. 16,48 _,, 
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8. Sarkosinanhydrid + Veronal (Kurve 8). 


Das reine Sarkosinanhydrid schmolz bei 146°, das reine 
Veronal bei 188°. 


Gewichtsprozente Sarkosinanhydrid. 
0 10 20 28 30 35 40 50 DD 60 TO 80 100 


Auftaupunkte. 
186 130,5 130,5 130,5 107,5 107,5 107,5 107,5 107,5 107,5 107,5 107,5 144 


Schmelzpunkte. 
188 176 163 151 147,5 133 130,5 120,55 112 113 126 135 146 


Die Schmelzpunktskurve weist auf dem von 100°/, Veronal 
ausgehenden Ast einen Knickpunkt auf, der die Existenz einer 
inhomogen schmelzenden Verbindung beweist. Die Zusammen- 
setzung dieser Verbindung ergibt sich aus der Lage der Aut- 
taukurve zu 1:2 (Sarkosinanhydrid zu Veronal). 

Zur Darstellung der reinen Verbindung lost man 0,1 g 
Sarkosinanhydrid und 0,13 g Veronal (Mol.-Ver. 1:1) in sehr 
wenig heiBem Alkohol und 1li8t die Lésung zur Krystallisation 
stehen. Durchsichtige, plattenférmige Krystalle, die bei 130 
bis 181° zu schmelzen beginnen, aber erst bei 151° durch- 
geschmolzen sind. 

3,875 mg Substanz (iiber P.O, getrocknet) gaben 0,552 cem N (23°, 
760 mm). 

Ber. (Mol.-Ver. 1:2) 16,47°/, N 
Gef. 16,43, 


9. Sarkosinanhydrid + Diphenylamin (Kurve 8). 
Der Schmelzpunkt des reinen Sarkosinanhydrids lag bei 
146°, der des reinen Diphenylamins bei 55°. 


Gewichtsprozente Sarkosinanhydrid. 


0 20 40 50 60 70 80 90 95 100 
Auftaupunkte. 

144 88 88 88 88 90 50 30 50 53 
Schmelzpunkte. 


146 187 118,5 107,53 89 98 91 #795 65 55 


Die Schmelzpunktskurve zeigt ein Maximum, welches aut 
Hoppe-Seyler’s Zeitschrift f. physiol. Chemie, CLIV. 19 
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eine Verbindung 1:2 (Sarkosinanhydrid zu Diphenylamin) 
hinweist. 

Zur Darstellung der reinen Verbindung wurden die Kon- 
ponenten in wechselnden Molekularverhiltnissen in sehr wenig 
96°/, igem, heiBem Alkohol gelést und dann die Lésungen der 
Krystallisation iiberlassen. 

a) Molekularverhiltnis der Komponenten (Sarkosinanhydrid 
zu Diphenylamin) 1:1; feine Nadeln vom Schmelzp. 92—93°. 

b) Molekularverhaltnis 11/,:1: spréde, durchsichtige Prismen 
vom Schmelzp. 92—93°. | 

c) Molekularverhiltnis 1: 11/,: spréde, durchsichtige Nadeln 
vom Schmelzp. 92—93°. 


a) 4,067 mg Substanz gaben 0,422 cem N (20°, 756 mm). 


b) 4,540 mg ie » 0,476 cem ,, (18°, 759 mm), 
¢e) 3,997 mg s 55 0,422 cem ,, (22°, 763 mm). 
Ber. (Mol.-Ver. 1:2) 11,67°/, N 
Gef. a) 12,02 b) 12,28 e) 12,26 


Die Krystalle machten auch unter dem Mikroskop einen 
durchaus einheitlichen Eindruck; ihr Schmelzpunkt entsprach 
dem Maximum der Kurve. Der etwas zu hohe N-Gehalt wird 
dadurch bedingt, daB auch das angewandte Diphenylamin einen 
etwas zu hohen N-Wert ergab. 

Zur Kontrolle der Formel wurde die Verbindung mit 
Wasser gespalten. 0,2172 g der fein gepulverten Substanz 
wurden 24 Stunden lang bei Zimmertemperatur (16—18°) mit 
15 ccm Wasser unter hiufigem Umschiitteln stehen gelassen: 
dann wurde der Riickstand abfiltriert und mit 10 cem Wasser 
gewaschen. Es hinterblieben 0,1486 g Diphenylamin. Da sich 
von reinem Diphenylamin unter den gleichen Bedingungen 
0,0028 g in Wasser lésten, so enthielt die angewandte Sub- 
stanzmenge 0,1514 g Diphenylamin. 

Ber. (Mol.-Ver. 1:2) 70,41°/, Diphenylamin 
Gef. 69,71 a 


10. Sarkosinanhydrid + Menthol (Kurve 9). 
Das angewandte Menthol schmolz bei 44°. 


Gewichtsprozente Menthol. 
0 20 30 40 50 60 70 80 90 95 98 100 


14 
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Auftaupunkte. 
144 40 40 39 38 38 38 38 38 38 388 43 


Schmelzpunkte. 
146 148 138 182 128 122 = 115,5 98 66 40 42 44 


Nach dem Verlauf der Kurve, die ein einziges Kutektikum 
bei einem hohen Mentholgehalt zeigt, existiert keine Verbindung 
zwischen Sarkosinanhydrid und Menthol. 


11. Sarkosinanhydrid + Triphenylmethan (Kurve 10). 
Schmelzpunkt des reinen Triphenylmethans 93,5°. 


Gewichtsprozente Triphenylmethan. 
0 10 20 30 40 50+ 60 70 80 90 95 98 100 


Auftaupunkte. 
144 89,5 89 88 88 88 87,5 87,5 87,5 87,5 87,5 87,5 92 


Schmelzpunkte. 
146 148 140 188 135 182 127 122 113 97,5 90,5 92 93,5 


Nach dem Verlauf der Schmelzpunktskurve, die ein einziges 
Kutektikum in der Gegend des reinen Triphenylmethans auf- 
weist, existiert keine Verbindung zwischen Sarkosinanhydrid 
und Triphenylmethan. 


12. Sarkosinanhydrid + Trinitrotriphenylmethan 
(Kurve 11). 
Schmelzpunkt des p,p’,p’-Trinitrotriphenylmethans 212,5°, 
Taupunkt 209°. 


Gewichtsprozente Trinitrotriphenylmethan. 
0 20 30 35 40 50. «60 70 80 90 100 


Auftaupunkte. 
144 126 126 126 = 126 126 126 126 126 126 209 


Schmelzpunkte. 
146 141,5 186 182 181,5 144 157,5 172,5 185,5 197,5 212.5 
Wie die Schmelzpunktskurve, die ein einziges Eutektikum 


aufweist, zeigt, geben Sarkosinanhydrid und Trinitrotriphenyl- 


methan keine Verbindung miteinander. 
19* 
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13. Benzanilid + Veronal (Kurve 4). 


Der Schmelzpunkt des reinen Benzanilids lag bei 162,5°. 
der des reinen Veronals bei 188°. 


Gewichtsprozente Veronal. 


0 10 20 30 40 50 60 70 80 100 
Auftaupunkte. | 
161 145 145 145 145 145 145 146 145 187 
Schmelzpunkte. 


162.5 158 154,5 148 159,5 157 163 170 177,5 ~~ 188 
Wie die Schmelzpunktskurve zeigt, existiert keine Ver- 
bindung zwischen den Komponenten. 


i4. Cinnamylidenbenzalaceton + Veronal (Kurve 5). 
Schmelzpunkt des Ketons 110—111°. 
Gewichtsprozente Veronal. 

0 2 +) 10 20 30 40 50 60 80 —s 100 
Auftaupunkte. 

109 104,5 104,5 104,5 104,5 104,5 104,5 104,5 104,5 105,5 187 
Schmelzpunkte. 

110,5 108 107 115 138 152 163 169 175 182 ~~ 188 


Nach diesen Daten verbinden sich die beiden Komponenten 
nicht miteinander. 


15. p,p’-Tetramethyldiaminobenzophenon + Veronal 
(Kurve 6). 


Schmelzpunkt des reinen Ketons 173°. 


Gewichtsprozente Veronal. 
Oo 10 20 30 40 50 60 70 80 100 


Auftaupunkte. 
i71 154,5 154,5 154,5 154,5 1545 154,5 154,5 154,5 186 


Schmelzpunkte. 
173 1665 160 157 166 172 176 179,5 183,5 188 
Eine Verbindung zwischen Veronal und Michlerschem 
Keton existiert nach diesen Daten nicht. 
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Uber eine Verbindung von Veronal 




















Veronal. 100°/, Acetyl-amino- 
antipyrin. 


Kurve 1. Veronal + Acetyl-amino-antipyrin. 
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Kurve 3, Veronal + Sarkosinanhydrid. 
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Kurve 5. Veronal + Cinnamyliden-benzalaceton. 
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Kurve 2. Veronal + Antipyrin. 
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Kurve 4. Veronal + Benzanilid. 
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Kurve 6, 
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Kurve 7, 


199%s Diphenyl-amin. 


Antipyrin + Diphenylamin. 
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Kurve 9, 


Sarkosin-anhydrid + Menthol. 


100°/) Menthol. 


100° Sarkosin-anhydrid. 
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Kurve 8, Sarkosin-anhydrid + Diphenylamin. 


























100°’) Sarkosin-anhydrid. 


100°'9 Tripheny!metha: 
Kurve 10, Sarkosin-anhydrid + Triphenylmethan. 
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100°/9 Sarkosin-anhydrid. 
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100°/) Trinitro-tripheny! 
methan. 


Kurve 11. Sarkosin-anhydrid + Trinitro-triphenylmethan. 
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Uber Glycerinester der Aminosaduren. 
Von 
A. Fodor und M. Weizmann. 





(Aus dem Chemischen Institut der Hebriiischen Universitat in Jerusalem.) 
(Der Redaktion zugegangen am 16. Februar 1926.) 


Trotz zahlreicher Versuche Glycerinester der Amino- 
siuren darzustellen, sind diese Verbindungen bisher ganz un- 
bekannt geblieben, da keine der Versuche zum Ziele gefiihrt 
haben. E. Abderhalden und M. Guggenheim!) gelang es, 
den Glycerinither des Tyrosins darzustellen und zu beschreiben. 
Von mehreren Methoden, die von uns versucht wurden, erwies 
sich als die giinstigste unter ihnen das Erhitzen des absolut 
trockenen Natriumsalzes von Aminosiiuren mit den absolut 
trockenen Chlorderivaten des Glycerins. Schon bei inniger 
Vermischung der beiden Ingredenzien durch Verreiben geht 
eine stiirmische Reaktion vor sich, die besonders beim Glyko- 
koll und beim Alanin hervortritt, beim Leucin indessen etwas 
weniger heftig verlauft, wiewobl noch immer als stark genug 
bezeichnet werden darf. Dabei wird Wirme frei, und es 
kommt zur Abscheidung von Chlornatrium. Es ist erwaihnens- 
wert, da’ die gleiche heftige Reaktion auch bei Polypeptiden 
vor sich geht, auch da unter Selbsterwarmung und Kochsalz- 
abscheidung. 

Obgleich diese Salzabscheidung quantitativ erfolgt, ent- 
sprechen die erzielten Ausbeuten an Ester keineswegs der 
Theorie. Sie betragen beim Leucinester etwa 10°/, der be- 
rechneten Menge. Eine gute Ausbeute wird hingegen durch 





) Diese Zs. Bd. 65, S. 53 (1910). 
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verschiedene stérende Einfliisse verhindert. Zunichst stéren 
die geringsten Feuchtigkeitsspuren, da, wie die fertigen Pri- 
parate des Esters zeigen, die Empfindlichkeit gegen Wasser 
eine ganz enorme ist. Sodann machen sich ungiinstige Ein- 
fliisse bei der Umkrystallisierung der festen Produkte geltend. 
Im allgemeinen kann die Reinigung nur durch Alkohole er- 
folgen. Dabei wurde beobachtet, daB der Alkohol zwar in 
schwiicherem MaBstabe wie Wasser spaltend einwirkt, jedoch 
in allen Fallen zu einer mehr oder minder grofen Alkoholyse 
fiihrt. Dieser Umstand wird noch durch die Beobachtung ge- 
stiitzt, daB die Estersynthese, in einem 4Athylalkoholischen 
Medium durchgefiihrt, gar keinen Ester liefert, obwohl auch 
in diesem Falle eine quantitative Kochsalzabscheidung fest- 
stellbar ist. Verbesserungen dieser Methode sind jedoch unter 
Anwendung hoéherer Alkohole denkbar und werden gegenwiirtig 
versucht. 

Eine dritte Schwierigkeit zur Erlangung einer guten Aus- 
beute besteht in der Krystallisation der Glycerinester. Bisher 
gelang es uns nur beim Leucin, reine Krystalle zu erreichen. 
Auch beim Alanin diirfte der Versuch gelingen, obgleich hier 
eine gute Reinheit viel schwieriger erreichbar ist, als beim 
Leucin. Beim Glykokoll gelang die Darstellung von Krystallen 
iiberhaupt noch nicht, ebensowenig bei den angewandten Poly- 
peptiden, wiewohl hier deutliche Reaktionsprodukte entstanden 
sind, die anfangs sirupése Massen bilden, jedoch beim Stehen 
im Exsiccator véllig hart und glasartig werden. Nach einem 


geeigneten Liésungsmittel fiir ihre Umkrystallisation wird ge- 
fahndet. 


Darstellung des d,l-Leucinglycerinesters. 


13,1 g (?/,, Mol) d,l-Leucin werden durch die berechnete 
Menge Natriumalkoholat (2,3 g Na in 100g Alkohol) durch 
1 stiindiges Erhitzen am Riickflu8 in das Natriumsalz ver- 
wandelt. Nach dem Abdestillieren des Alkohols wird der 
Riickstand 11/,—-2 Stunden am Wasserbade vollstindig ge- 
trocknet und nachher gemahlen. Mit dieser Substanz werden 
sodann 11 g Monochlorhydrin (= 3/,, Mol) in einer kleinen 
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Porzellanschale stark verrieben, wobei die erwihnte Selbst- 
erwarmung eintritt. Zur Beendigung der Reaktion wird das 
Reaktionsgemisch 1 Stunde hindurch bei Wasserbadtemperatur 
gehalten, dann mit 250g absolutem Alkohol bei Siedehitze 
aufgenommen und die Lésung vom Kochsalz abgetrennt. Die 
Hauptmenge des Alkohols wird nunmehr im Vakuum ab- 
getrieben, wobei eine nachtrigliche Kochsalzabscheidung auf- 
tritt. Das Filtrat wird mit absolutem Ather zur Fallung ge- 
bracht, wobei sich eine gelbliche ziihe Masse ausscheidet. Sie 
wird abermals in absolutem Alkohol gelést, die Lésung mit 
wenig Tierkohle aufgekocht, filtriert und verdampft. Der EKin- 
dampfriickstand wird in einem Exsiccator bis zur Krystalli- 
sation aufbewahrt, die bereits nach wenigen Stunden eintritt. 
Die Krystalle werden abgetrennt und mit absolutem Alkohol 
gewaschen. Zur Analyse wurde bei 110° getrocknet. Aus- 
beute 2 g. 
Analyse. 


a) 0,1517 g Substanz wurden nach Kjeldahl verbrannt: Verbrauch 
7,25 eem n/10-Séure, entspr. 6,79°/) N. 

Ber. fiir C,H,,O,N (Molgewicht 205,16) 6,83°/, N. 

b) 0,2071 g Substanz lieferten: 0,3920 g CO, und 0,1721 g H,0, 
entspr. 51,66°/, C und 9,23°/, H. 

Ber. 52,68°/, C und 9,26°/, H. 

Kigenschaften. d,l-Leucinglycerinester bildet eine farb- 
lose krystallinische Substanz, die in Wasser spielend leicht 
léslich ist. Die waBrige Lésung reagiert schwach alkalisch 
und gibt erst nach langerem Kochen eine Reaktion mit Tri- 
ketohydrindenhydrat. In Methylalkohol lést er sich sehr leicht, 
schwerer in Athylalkohol. In Ather, Essigester, Benzol, Chloro- 
form usw. ist er unléslich. Dagegen list sich das Produkt in 
heiBem Glycerin glatt auf. 

Es laBt sich durch Saure nicht titrieren. 

Der Schmelzpunkt betrigt 196—198° (unkorr.) Die Sub- 
stanz schmilzt zu einer klaren Fliissigkeit. 

Die Untersuchungen werden fortgesetzt. 

















Uber Athylguanidin und J, V-Dimethyl-’-athylguanidin. 
Von 


Martin Schenck und Henry Kirchhof. 


(Aus der Physiologisch-chemischen Abteilung des Veterinir-physiologischen Instituts 
der Universitat Leipzig.) 


(Der Redaktion zugegangen am 20. Februar 1926.) 


Im Anschlu8 an andere Untersuchungen haben wir Mono- 
athylguanidin hergestellt, da diese Base unseres Wissens bisher 
nicht beschrieben ist und da sie méglicherweise biologische 
Bedeutung besitzt bzw. auf biochemischem Wege sich bilden 
kann. Beispielsweise kénnte Athylguanidin aus Harnstoff 
und Athylamin hervorgehen oder durch CO,-Abspaltung aus 
8-Guanidinopropionsiaure (f-Alakreatin), HN:C(NH,\(NHCH,CH, 
COOH), das seinerseits aus Harnstoff und f-Alanin, H,N-CH,- 
CH,-COOH entstehen kénnte. Athylamin und f-Alanin!) sind 
jedenfalls als Produkte biologischer Vorginge (Fiulnis) be- 
kannt, die letztgenannte Verbindung auch als Bestandteil von 
Liebigs Fleischextrakt?) bzw. als Komponente des Carnosins, 
des #-Alanylhistidins. Es sei auch daran erinnert, daB von 
Engeland’) aus dem Harn von Mensch und Hund eine Base 
in Form ihres Goldsalzes gewonnen wurde, das in seiner Zu- 
sammensetzung dem Chloraurat eines zweifach methylierten 
Guanidins entsprach, bei 144° schmolz und bei etwa 150° 
sich zersetzte. Da das Goldsalz des symmetrischen Dimethyl- 
guanidins, HN: C(NHCH,), bei 122°, das der asymmetrischen Ver- 





1) D. Ackermann, Zs. Biol. Bd. 56, 8. 87 (1911). 

*) R. Engeland, Zs. f. Unters. d. Nahr.- u. GenuBm. Bd. 16, 
S. 658 (1908); vgl. dazu aber WI. Gulewitsch, Diese Zs. Bd. 73, S. 445, 
Anm. 2 (1911). 

’) Diese Zs. Bd. 57, S. 51 (1908); Zs. f. Unters. d. Nahr.- u. Genuim. 
Bd. 16, S. 665 (1908). 
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bindung, HN: C(NH,)\(N[CH,],) bei 246—248° (unter Zersetzung) 
schmilzt, kommen diese beiden Korper fiir die Engelandsche 
Base nicht in Betracht. Aber auch das dritte theoretisch még- 
liche, strukturisomere Dimethylguanidin, CH,N : C(NH,)(NHCH,) 
diirfte kaum in Frage kommen, denn diese Base scheint nur 
labiler Natur zu sein, da sie bei Reaktionen, bei denen man 
ihre Bildung erwarten sollte, nicht entsteht, vielmehr hier die 
symmetrische Verbindung, HN: C(NHCH,), auftritt.1) Richtiger 
gesagt: die beiden zweifach methylierten Guanidine, HN: 
C(NHCH,), und CH,N:C(NH,)(NHCH,), existieren allem An- 
schein nach nur in einer stabilen Konfiguration, fiir die all- 
gemein der Ausdruck: HN:C(NHCH,), angenommen wird, ob- 
wohl ein strenger Beweis fiir die Richtigkeit dieser Annahme 
nicht vorhanden ist und vielleicht auch umgekehrt die Methyl- 
imidform die stabile sein kénnte.”?) Ks konnte bei der Enge- 
landschen Verbindung, sofern es sich iiberhaupt um eine ein- 
heitliche Substanz handelt, auch an Athylguanidin gedacht 
werden; diese Base liegt nun sicher nicht vor, denn ihr Gold- 
salz schmilzt wesentlich niedriger (100—103°, vgl. unten) als 
das von Engeland isolierte Chloraurat. 
Das Monoithylguanidin haben wir nach der Pseudothio- 
harnstoffmethode auf zwei Wegen gewonnen: aus S-Methyl- 
pseudothioharnstoffhydrojodid und Athylamin (I) und aus A- 
Athyl-S-methylpseudothioharnstoffhydrojodid und Ammoniak (II): 
1. HN: C(NH,)(SCH,) + NH,C,H, = HN: C(NH,)(NHC,H,) + CH,SH ; 
Il. HN: C(NHC,H,)(SCH,) + NH, = HN: C(NHC,H,)(NH,) + CH,SH . 
Da uns ein Quantum as-Dimethylsulfoharnstofi, S:C 
(N[(CH,},)(NH,), der zu anderen Versuchen bereitet worden war, 
zur Verfiigung stand, haben wir bei dieser Gelegenheit auch 
das bisher noch nicht beschriebene J, -Dimethy]-N’-athyl- 
guanidin, HN : C(N[CH,],)(NHC,H,) hergestellt, indem wir Athyl- 
amin auf N,A,8-Trimethylpseudothioharnstoff einwirken lieBen 
nach der Gleichung: 


HN:C(N[CH,],)(SCH,) + NH,C,H, = HN:C(N[CH,],)(NHC,H,) + CH,SH. 





1) M. Schenck, Diese Zs. Bd. 77, 8. 350 (1912). 
*) Uber die Konstitution der Guanidorium-Ionen s. H. Lecher, 
Fr. Graf u. F. Gridinger, Liebig, Ann. der Chem. Bd. 445, S. 61 (1925). 
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Versuche. 


1. Athylguanidin aus S-Methylpseudothioharn- 
stoffhydrojodid und Athylamin. 1 g Thioharnstoff wurde 
in bekannter Weise mit Jodmethyl methyliert und das krystalli- 
nische Reaktionsprodukt ohne weitere Reinigung mit 25 ccm 
einer etwa 30°/,igen alkoholischen Athylaminlésung zusammen- 
gebracht. Die klare, farblose, intensiv nach Mercaptan riechende 
Fliissigkeit stand bei gewohnlicher Temperatur 2 Tage im ver- 
schlossenen GefiB, dann engte man die Loésung auf dem 
Dampfbad stark ein, wobei ein hellbraun gefarbter Sirup 
zuriickblieb. Er wurde mit Wasser aufgenommen, die Lésung 
mit frisch gefalltem Chlorsilber umgesetzt und das Filtrat 
vom Jodsilber stark konzentriert. Zusatz von wibBriger, 10°/, Au 
enthaltender Goldchloridlésung erzeugte zunachst keine Fallung 
oder Ausscheidung, am nichsten Tage aber war in der Lésung 
eine aus langen SpieBen bestehende, zusammenhingende Krystall- 
masse vorhanden. Die Krystalle wurden abgesaugt, mit wenig 
kaltem Wasser gewaschen, abgepreBt und im Exsiccator bis 
zur Gewichtskonstanz aufbewahrt. Sie schmolzen danach nicht 
ganz scharf bei 100—103°, nachdem bereits bei 78—S0° ge- 
ringgradiges Sintern eingetreten war. 


0,6702 g Substanz enthielten 0,3092 g Au. 
Gef. 46,14°/, Au 
Fiir C,H,N,*HAuCl, Ber. 46,16 
Die Mutterlauge der Krystalle lieferte nach Einengen usw. 
noch drei weitere Kristallisationen, die vereinigt und aus wenig 
Wasser umkrystallisiert wurden. Es resultierten wieder Nadeln. 
die, nach vollstandigem Trocknen im Exsiccator, bei 100—103” 
schmolzen (Sintern von 80° an). Die Mutterlauge der Nadeln 
gab noch eine Krystallisation, die nach Aufbewahren im 
Exsiccator etwas niedriger schmolz: 98—101° (Sintern von 
etwa 80° an), aber, wie eine Goldbestimmung zeigte, noch 
aus reinem Athylguanidinchloraurat bestehen muBte: 


0,5597 g Substanz gaben 0,2576 g Au. 
Gef, 46,02 °/, Au Ber. 46,16°/, Au. 


Die Ausbeute an reinem Goldsalz betrug mindestens 84°), 
d. Th. (berechnet auf 1 g Thioharnstoff als Ausgangsmaterial). 
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Hervorgehoben sei noch, daB der Schmelzpunkt 100—103°, 
nur gefunden wird, wenn das Chloraurat ganz trocken ist: 
enthalt es auch nur eine sehr geringe Menge Feuchtigkeit, so 
liegt er wesentlich niedriger. 

Aus einem Teil des reinen Goldsalzes stellten wir das 
Chloroplatinat her, indem wir nach Ausfallen des Goldes durch 
H,S das Filtrat vom Schwefelgold stark einengten und mit 
waBriger Platinchloridlésung versetzten. Es schied sich nichts 
aus; erst nach weiterem starken Konzentrieren erschienen in 
der abgekiihlten Platinlésung diinne Prismen, die abgesaugt 
und mit ganz wenig eiskaltem Wasser gewaschen wurden. 
Nach Trocknen bei 105—110° begannen sie, im Schmelz- 
réhrchen erhitzt, bei etwa 185° zu sintern, um sich bei 188 
bis 190° unter Aufschiumen zu zersetzen. 

0,1270 g Substanz enthielten 0,0424 g Pt. 

Gef. 33,39 °/, Pt 
Fir (C,H,N,,H,PtCl, Ber. 33,41 

Ein anderer Teil des Goldsalzes wurde in das Pikrat iiber- 
gefiihrt, indem man das Filtrat vom Schwefelgold zur Trockne 
brachte, wobei eine strahlig-krystallinische Masse zuriickblieb 
den Riickstand in wenig Wasser aufnahm und die berechnete 
Menge Pikrinsiure in 1°/,iger warmer waBriger Lésung hinzu- 
gab. Es erfolgte alsbald eine Ausscheidung von flockigen, aus 
Nadelchen bestehenden Massen. Nach Umkrystallisieren aus 
Wasser lag der Schmelzpunkt des bei 105—110° getrockneten 
Pikrats bei 178—-180° (vorhergehendes Sintern). 

0,0977 g Substanz gaben 21,7 cem N bei 10° und 756,1 mm Heg. 

Gef. 26,65 °/, N 
Fiir C,H,N,-C,H,0,N, Ber. 26,58 

Eine weitere Probe des Chloraurats diente zur Her- 
stellung des Pikrolonats: das Filtrat vom Schwefelgold wurde 
wieder zur Trockne gebracht, der Riickstand in wenig Wasser 
gelést und die berechnete Menge Pikrolonsdéure in 1 °/,iger 
warmer waBriger Lisung hinzugegeben; die sofort auftretende 
Fallung krystallisierte man aus Wasser um, worin das Salz 
sehr schwer lislich ist. Beim Abkihlen schieden sich dunkel- 
gelb gefirbte Krystiillchen aus, die unter dem Mikroskop in 
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Gestalt schén ausgebildeter Tafeln bzw. flacher Prismen er- 
schienen. Im Schmelzréhrchen zersetzt sich das Pikrolonat 
bei 285° unter Aufschiumen, nachdem bei etwa 277° gering- 
gradiges Sintern begonnen hat. Die Analyse ergab einen etwas 
zu geringen Stickstoffwert, eine Beobachtung, die man auch 
sonst gelegentlich bei Pikrolonaten machen kann: 


0,0913 g Substanz (bei 130° getrocknet) gaben 21,0 eem N bei 13° 
und 763,9 mm Hg. 


Gef. 27,59°/, N 
Fir C,H,N,°C,,H,O,N, Ber. 27,92 

2. Athylguanidin aus N-Athyl-S-methylpseudo- 
thioharnstoffhydrojodid und Ammoniak. Den zur Be- 
reitung des N-Athyl-S-methylpseudothioharnstoffhydrojodids be- 
notigten Athylthioharnstoff stellten wir nach A. W. Hofmann?) 
aus Athylsenfél und alkoholischem Ammoniak her. Das ein- 
mal aus Benzol umkrystallisierte Reaktionsprodukt sinterte im 
Schmelzréhrchen von 106° an und war bei 112° vollstandig 
geschmolzen. Wir hielten das Priaparat fiir unsere. Zwecke 
fiir geniigend rein, Hofmann (a. a. 0.) gibt als Schmelzpunkt 
des mehrmals aus Benzol umkrystallisierten Athylsulfoharn- 
stofls 113° an. Uber die Methylierung des Athylthioharnstoffs 
scheinen Angaben in der Literatur nicht vorzuliegen; wir be- 
reiteten das Jodmethylat in der iiblichen Weise, indem wir 
1 g Athylsulfoharnstoff mit etwas mehr als der berechneten 
Menge Jodmethyl bei Gegenwart von Alkohol einen Tag im 
verschlossenen Gefi bei Raumtemperatur sich selbst iiber- 
lieBen und dann die griinlich-gelb gefarbte Lésung auf dem 
Dampfbad einengten, wobei ein hellbrauner Sirup zuriickblieb. 
Er wurde mit 25 ccm einer 25°/,igen waBSrigen Ammoniak- 
lésung zusammengebracht und die klare, farblose, stark nach 
Mercaptan riechende Fliissigkeit im verschlossenen GetiB 
2 Tage stehen gelassen. Hierauf verjagte man auf dem Dampf- 
bad Mercaptan und NH,, setzte die Lésung mit feuchtem AgCl 
um und engte das Filtrat vom Jodsilber sehr stark ein, worauf 
es nach dem Erkalten zu einer strahlig-krystallinischen Masse 
erstarrte. Der Riickstand wurde in wenig Wasser aufgenommen; 





1) Chem. Ber. Ba. 2, S. 602 (1869). 
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Zusatz von Goldchlorid erzeugte keine Fallung. Beim Ein- 
engen der klaren Goldlésung auf dem Dampfbad schied sich 
ziemlich viel reduziertes Gold aus, es riihrte dies wohl daher, 
daB ein kleiner Teil des Pseudothioharnstoffs unverindert ge. 
blieben war, denn die Liésungen der Chloraurate von Pseudo- 
thioharnstoffen zersetzen sich bekanntlich beim Erhitzen. Nach 
stirkerem Konzentrieren hatten sich am nichsten Tage in 
reichlicher Menge lange Krystallnadeln gebildet, die durch Er- 
wirmen wieder in Liésung gebracht wurden. Vom metallischen 
Gold filtrierte man ab, worauf das Filtrat beim Erkalten und 
Stehen das Chloraurat des Athylguanidins in guter Beschaffen- 
heit lieferte. Das Salz schmolz, exsiccatortrocken, etwas niedriger 
als das bei Versuch 1 erhaltene Priaparat, namlich bei 98° 
nach vorhergehendem stirkeren Sintern, gab aber trotzdem 
bei der Analyse einen befriedigenden Goldwert: 
0,5024 g Substanz enthielten 0,2315 g Au. 


Gef. 46,08 °/, Au 
Fiir C,H,N,-HAuCl, Ber. 46,16 


Die Mutterlauge des Goldsalzes lieferte beim Konzen- 
trieren usw. noch zwei weitere Krystallisationen, die nach 
Trocknen im Exsiccator, bei 98—100° bzw. bei 100—103° 
schmolzen (vorhergehendes Sintern). Die letzte Mutterlauge 
schied nach starkem Einengen noch eine kleine Menge von 
Krystallen aus, die aber mit reduziertem Gold vermischt waren 
und deshalb nicht weiter beriicksichtigt wurden. Die Ausbeute 
an Goldsalz war bei diesem Versuch, wie zu erwarten, geringer 
als die oben bei Versuch 1 erhaltene, betrug aber immerhin 
mindestens 67°), d. Th. (berechnet auf 1 g Athylthioharnstot! 
als Ausgangsmaterial). 

Aus dem Chloraurat wurden in genau der gleichen Weise 
wie bei Versuch 1 Chloroplatinat, Pikrat und Pikrolonat be- 
reitet. Alle drei Salze zeigten die gleichen Eigenschaften, 
wie oben beschrieben. Das Chloroplatinat zersetzte sich 
bei 188°. 

0,1282 g Substanz enthielten 0,0429 g Pt. 


Gef. 33,46 °/, Pt 
Fiir (C,H,N,),H.PtCl, Ber. 33,41 
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Der Schmelzpunkt des Pikrats lag bei 178—179° (nach 
vorhergehendem Sintern). 
0,0992 g Substanz gaben 22,3 ecm N bei 12,5° und 752,7 mm Hg. 
Gef. 26,62°/, N 
Fiir C,H,N,-C,H,0,N, Ber. 26,58 
Das Pikrolonat zersetzte sich bei 283-—284°. 


0,0953 g Substanz (bei 130° getrocknet) gaben 22,4 cem N bei 12° 

und 750,7 mm Hg. 
Gef. 27,81°/, N 
Fiir C,H,N,-C,,H,O;N, Ber. 27.92 

3. N,N-Dimethyl-N’-athylguanidin aus N,A,8-Tri- 
methylpseudothioharnstoffhydrojodid und Athylamin. 
1 g as-Dimethylsulfoharnstoft (wie friiher’) bereitet) wurde in 
fein zerriebenem Zustand in 8 ccm 95 °/, igen Alkohols suspen- 
diert und mit etwas mehr als der berechneten Menge CH,.J 
im verschlossenen GefaiB geschiittelt. Es trat alsbald Liésung 
ein und die Fliissigkeit firbte sich allmihlich griinlich-gelb. 
Nach etwa 16 stiindigem Stehen wurde der Alkohol auf dem 
Dampfbad gréBtenteils verjagt und der Riickstand mit 25 ccm 
etwa 30°/,iger alkoholischer Athylaminlésung im StandgefiB 
bei Raumtemperatur zwei Tage lang sich selbst tiberlassen. 
Dann saugte man durch die auf 30° erwirmte Lésung einige 
Zeit einen Luftstrom, um Methylmercaptan und den gréBten 
Teil des iiberschiissigen Athylamins zu beseitigen, und engte 
schlieBlich die Lisung auf dem Dampfbad bei gelinder Wirme 
bis zum Sirup ein, der beim Erkalten zu einer weiBen krystalli- 
nischen Masse erstarrte. Stirkeres Erhitzen zur Vertreibung 
des Athylamins wurde vermieden, um der Gefahr einer még- 
licherweise eintretenden Verdringung des Dimethylaminrestes 
durch die Athylamingruppe vorzubeugen. Den _ krystallinen 
Riickstand nahm man in Wasser auf, entfernte durch AgCl 
das Jod aus der Lisung, engte das Filtrat vom Jodsilber stark 
ein und gab Goldchlorid hinzu. Es trat eine élige Abschei- 
dung auf, die spiiter krystallinisch wurde. Beim Versuch, die 
erstarrte Masse aus heiBem Wasser umzukrystallisieren, schied 
sich etwas metallisches Gold aus, das wohl wieder einer kleinen 





1) Schenck u. v. Graevenitz, Diese Zs. Bd. 141, S. 137 (1924). 
Hoppe-Seyler’s Zeitschrift f, physiol. Chemie. CLIV. 20 
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Menge beigemischten Pseudothioharnstoffchloraurats entstammte, 
Man engte deshalb zur Stabilisierung die Liésung stark ein, 
gab heiBes Wasser hinzu, filtrierte vom ausgeschiedenen Gold 
ab und dampfte das Filtrat von neuem ein. Es blieb jetzt 
frei von reduziertem Gold und schied beim Erkalten ein 0] 
aus, das bald krystallinisch fest wurde: Nadeln, mitunter zu 
Blattchen assoziiert. Der Schmelzpunkt des exsiccatortrockenen 
Goldsalzes war wenig scharf und lag niedrig: 82—-84° nach 
vorhergehendem Sintern. 
0,5051 g Substanz enthielten 0,2186 g Au. 


0,1520 g a gaben 11,7 cem N bei 15° und 755,4 mm Hg. 
Gef. 438,28°/, Au 9,07 °/, N 
Fiir C,H,,;N,-HAnCl, Ber. 43,32 9,23 


Die Mutterlauge des Chloraurats wurde auf dem Damp- 
bad vom Loésungsmittel befreit, wobei eine dlige, spiter fest 
werdende Masse hinterblieb. Den Riickstand léste man wieder 
in heiBem, salzsiurehaltigen Wasser auf, wobei nur eine ganz 
unbedeutende Menge metallischen Goldes zuriickblieb. Das 
Filtrat vom Gold gab beim Erkalten wieder eine dlige, bald 
krystallinisch werdende Ausscheidung, die, exsiccatortrocken, 
nach vorhergehendem Sintern bei 82—-84° schmolz. Die Ge- 
samtausbeute an reinem Goldsalz betrug mindestens 69 °/, d. Th. 
(berechnet auf 1 g as-Dimethylsulfoharnstoff als Ausgangs- 
material). 

Auch bei diesem Versuch stellten wir wieder in der oben 
(vgl. Versuch 1) beschriebenen Weise aus je einer Probe des 
Chloraurats das Chloroplatinat, Pikrat und Pikrolonat her. Das 
Platinsalz ist in Wasser sehr leicht léslich und bildet diinne 


Prismen, die nach vorhergehendem Sintern bei 165 —167° unter 


Aufschiiumen schmelzen. Da es Trocknen bei 100° nicht ver- 
trigt, wurde fiir die Analyse die luftrockene Verbindung ver- 
wendet: 


0,2349 g Substanz enthielten 0,0715 g Pt. 
Gef. 30,44°%/, Pt 
Fiir (C;H,,N;),.H,PtCl, Ber. 30,49 


Das Pikrat des N,N-Dimethyl-N’-aithylguanidins erhielten 
wir, indem wir das [iltrat vom Schwefelgold zur Trockne 
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brachten, den krystallinen Riickstand in wenig Wasser aut- 
nahmen, die berechnete Menge Pikrinsiiure in 1°/,iger Lésung 
hizugaben und die klare Flissigkeit auf dem Dampfbad noch 
etwas einengten. Beim Erkalten schieden sich Nadeln aus, 
die im Schmelzréhrchen yon 143° an sinterten und nicht ganz 
scharf bei 148—-152° schmolzen, ein Verhalten, das sich auch 
nach Umkrystallisieren des Pikrats (aus wenig Wasser) nicht 
‘inderte. 

0,0991 g Substanz (bei 100° getrocknet) gaben 21,0 cem N bei 14,5° 
und 740,7 mm Hg. 

Gef. 24,52°/, N 

Fiir C,H,,Ng-CsH,0;N, Ber. 24,42 

Zur Bereitung des Pikrolonats wurde wieder das [iltrat 
vom Schwefelgold zur Trockne verdampft, der Riickstand in 
wenig Wasser aufgenommen und zu der Lésung die berechnete 
Menge Pikrolonsiure (zu 1°/, in Wasser in der Wirme gelist) 
hinzugegeben. Beim Erkalten und Stehen triibte sich die 
Lésung und es schieden sich allmihlich geringe Mengen dunkel- 
gelber, harter, kleiner Drusen und gréBere Mengen hellgelber, 
aus feinen Nadeln bestehender, weicher Kugeln aus, beide 
formen lieBen sich unschwer mechanisch trennen. Die dunkel- 
selben Krystalle schmolzen bei 121°, bestanden also wohl in 
der Hauptsache aus Pikrolonsiiture (Schmelzp. 116,5°. Der 
Schmelzpunkt der hellgelben weichen Drusen lag bei etwa 172”. 
Sie wurden aus wenig Wasser umkrystallisiert und schmolzen 
danach bei 174° (von 165° an allméhlich stirker werdendes 
Sintern), 

0,0726 g Substanz (bei 110° getrocknet) gaben 15,8 cem N bei 15) 
und 755,2 mm Hg. 

Gef. 25,63 °/, N 
Fiir C,H,,N,-C,;,H,O;N, Ber. 25,85 


Der Notgemeinschaft der Deutschen Wissenschaft sind wir 
‘ir eine Geldbeihilfe zu Dank verpflichtet. 
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Zur Frage der Fettausscheidung im Harn. 


Von 


Ernst Faerber. 


(Aus der Universitats-Kin lerklinik der Charité und dem Physiologischen Institut «: 
Universitit Berlin.) 


(Der Redaktion zugegangen am 26, Februar 1926.) 


Kine Reihe von klinischen Ubereinstimmungen in der 
Symptomatologie der Pyurie und Lymphurie (Chylurie) gab Ver- 
anlassung, naihere Untersuchungen’) iiber gegenseitige  [e- 
ziehungen der beiden Erkrankungen anzustellen. 

Aus dem groBen Komplex von Fragen, die sich bei « 
vergleichenden Betrachtung von Pyurie und Lymphurie 
gaben, soll zunichst die Frage der Fettausscheidung im 1: 
genauer besprochen werden. 

Ks wurde bereits in den erwihnten Untersuchungen betoi 
daB die Fettausscheidung im Harn bei der Chylurie ein wi 
tiges Symptom darstelle, daB aber die Menge des ausgeschi 
denen Fettes in weiten Grenzen schwanken kénne. Es wuril 
ferner kurz darauf hingewiesen, daB bei geringer Fettius- 
scheidung der Harn unter gewissen Bedingungen vielleicht nur 
chemisch, aber nicht mikroskopisch nachweisbares Fett cu'- 
halten kénnte und daB eine solche Méglichkeit weiterhin auc: 
fiir die Pyurie beriicksichtigt werden miiBte. 

Nunmehr muB8 noch hinzugefiigt werden, daB nach ver- 
schiedenen Angaben aus der Literatur schon der normale Har 
von Erwachsenen geringe Fettmengen enthalten kann. 


1) Erscheint an anderer Stelle. 











Zur Frage der Fett: 


Da fiir das Kindesalti 


gsuchungen vorlagen, erwies 
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Zur Frage der Fettausscheidung im Harn. 


Von 


Ernst Faerber. 


(Aus der Universitats-Kinierklinik der Charité und dem Physiologischen Institut : 
Universitit Berlin.) 


(Der Redaktion zugegangen am 26. Februar 1926.) 





Eine Reihe von klinischen Ubereinstimmungen in der 
Symptomatologie der Pyurie und Lymphurie (Chylurie) gab Ver- 
anlassung, nihere Untersuchungen’) iiber gegenseitige Be- 
ziehungen der beiden Erkrankungen anzustellen. 

Aus dem groBen Komplex von Fragen, die sich bei der 
vergleichenden Betrachtung von Pyurie und Lymphurie er- 
gaben, soll zunachst die Frage der Fettausscheidung im Harn 
genauer besprochen werden. 

Ks wurde bereits in den erwihnten Untersuchungen betont, 
daB die Fettausscheidung im Harn bei der Chylurie ein wich: 
tiges Symptom darstelle, daB aber die Menge des ausgeschie- 
denen Fettes in weiten Grenzen schwanken kénne. Es wurde 
ferner kurz darauf hingewiesen, daB bei geringer Fettaus- 
scheidung der Harn unter gewissen Bedingungen vielleicht nur 
chemisch, aber nicht mikroskopisch nachweisbares Fett eni- 
halten kénnte und daB eine solche Méglichkeit weiterhin auc! 
fiir die Pyurie beriicksichtigt werden miBte. 

Nunmehr muB noch hinzugefiigt werden, da nach ver 
schiedenen Angaben aus der Literatur schon der normale Hart 
von Erwachsenen geringe Fettmengen enthalten kann. 





1) Erscheint an anderer Stelle. 
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Da fiir das Kindesalter noch keine derartige: 
suchungen vorlagen, erwies es sich zur Erlangung von Normal. 
werten als notwendig, erst den Fettgehalt des Harns gesunde: 
Kinder zu bestimmen, bevor entsprechende Untersuchungen bei 
der Pyurie angestellt wurden 

Diese Vorstudien, mit denen sich die vorliegende Arbeit 
beschiftigen soll, mubten dann auch Wer tierexperimenteller 
Untersuchungen auf den Harn von Hunden ausgedehnt werden 
und ergaben gerade fiir den normalen Hundeharn bemerkens- 
werte Resultate. 

Die Fettausscheidung im Harn ist fiir die Chyluri 
charakteristisch, sie kann aber, wie bereits gesagt, in erheb- 
lichen Grenzen schwanken. [ei der Chylurie der Erwachsenen 
werden z. I’. enorme Werte angegeben (bis 12°/. Fett), bei de 
Chylurie im Kindesalter ist erst ein einziges Mal der Fett- 
gehalt des Harns mit 0,2—0,8°/ bestimmt worden (Fall 
Tezner}.!) Diese Werte sind im Vergleich zum Erwachsenen 
verhiltnismiBig niedrig. Gelegentlich kann bei der Chylurie 
das Fett in so kleiner Menge vorhanden sein, dai der Harn 
fast gar nicht getriibt aussieht. Andererseits wird aber auch 
vom Harn normaler Erwachsener berichtet, daB er regelmiibig, 
wenn auch nur geringe, so doch nachweisbare Fettmengen 
enthalten soll. So fanden zB. Reale’) und Giuranna in 
der 24stiindigen Harnmenge 0,44 ¢ Fett, Sakaguchi’®) dagegen 
uur 0,008 g. Es ist gar kein Zweifel, daB die Verschiedenheit 
der angewandten Methoden auch die Verschiedenheit der Re- 
sultate bedingt hat. 

Mir selbst erwies sich nach liingeren Vorversuchen folgende 
Methodik als geeignet: 

10 Liter Harn wurden bei schwach alkalischer Reaktion 
auf dem Wasserbad eingedampft, der Riickstand mit ent- 


) Tezner, Untersuchung an einem Kind init transitorisch aui- 
tretender europiiischer Chylurie, Mon. f. Khikd. Bd. 23, S. 271 (1922). 

*) Reale u. Giuranna, zit. nach Malys Jahresber. der Tierchemie 
1897, 43. 


*) Sakaguchi, Biochem. Zs. Bd. 48, 8. 1 (19138). 
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fettetem Seesand verrieben, bei 80° getrocknet, darauf in 
Soxhletapparat 30 Stunden mit wasserfreiem Ather extrahiert, 
sodann nach Abdunsten des Athers nochmals bis zur Er. 
schépfung mit frischem Ather weiter extrahiert. Nach Ab. 
dunsten des Athers wurde das gesamte erhaltene Extrakt iy 
ein Becherglas tibergefithrt und bei 80° bis zur Gewichts- 
konstanz getrocknet. Das in der Warme fliissige, in der 
Kalte feste braune Extrakt konnte dann durch mehrfaches 
Extrahieren mit kochendem Wasser zu einem nicht unbedeu- 
tenden Teil wieder in Lésung gebracht werden. Die wiibrige 
Lisung wurde filtriert, das Wasser abgedampft, sodann wurden 
beide Extrakte — das iither- wie das wasserlisliche — noch- 
mals bis zur Gewichtskonstanz getrocknet. Der itherlésliche 
Teil wurde darauf noch einmal mit kaltem Petroliither extra- 


hiert, der Petrolather abgedunstet, der Riickstand getrockne: — 
und gewogen. Im Verlauf dieser verschiedenen Extraktionen | 
bliecben an den Winden der GefiBe geringe Riickstiinde, die | 
sich weder in heigem Wasser noch in Ather lésten und daher | 


vernachlassigt wurden. 

Um die Méglichkeit auszuschlieben, daB infolge der alka- 
lischen Reaktion des Harns etwa vorhandene geringe Fett- 
mengen verseift und dadurch nicht mehr nachweisbar wiirden, 
sind Kontrolluntersuchungen angestellt worden, bei denen unter 


denselben Bedingungen dem Harn abgemessene Mengen 'Triolein 


zugesetzt wurden. Dabei ergab sich, daB nach der beschrie- 


benen Methode die zugesetzten Fettmengen annihernd quan- | 


titativ wiedergewonnen wurden. 


Die folgenden Tabellen bringen die Resultate aus zwei | 











Menge des Davon 
Gesamt- s citseied Reaiciatalsbeciieataaia scents 
extraktes iitherléslich | wasserléslich |petrolitherléslich 
I 1,4044 g 0,9846 g 0,4198 g 0,0033 g 
7,3°/, N) (16,4°/, N (4,7°/) N) 


(1,5°/, Asche) | (1,5°/, Asche) | (0,17°/, Asche 


ll 0,7584 g 0,6273 g 0,1232 g 0,0069 g 
(5,2 2 # N) 
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derartigen Untersuchungsreihen, bei denen jedesmal 10 Liter 
Harn von gesunden Kindern verwandt wurden. 

Aus 10 Liter Harn waren also nur die minimalen Mengen 
von 8 bzw. 6 mg Petrolitherextrakt zu erhalten. Aber selbst 
diese winzigen Mengen stellten sich bei weiterer Untersuchung 
nicht als reines Neutralfett heraus: denn sie enthielten noch 
im Durchschnitt 5°/, N (Mikrokjeldahl), sowie geringe Asche- 
bestandteile. Mit anderen Worten: Der an sich schon iuBerst 
geringe petrolitherlésliche Riickstand darf nicht etwa als 
Neutralfett angesehen werden; denn er enthalt noch N-haltige 
Substanzen. Vielleicht enthilt er titberhaupt kein Neutralfett, 
oder aber es -kénnten nach Abzug der N-haltigen Substanzen 
noch minimale Fettspuren iibrig bleiben. Wegen der ver- 
schwindend geringen Mengen lohnte es sich nicht, dieser Frage 
weiter nachzugehen. 

Mit der von Kakiuchi?) ausgearbeiteten Methode, bei der 
die fiir die Extraktion stérenden aromatischen Oxysiiuren, 
Phenole und Benzoesiure mit einem eigens konstruierten 
Vakuumapparat entfernt werden, wiren vermutlich noch ge- 
ringere Werte erhalten worden. 

Jedenfalls darf der Harn von gesunden Kindern im Gegen- 
satz zum Harn von Erwachsenen als praktisch vollig fettfrei 
angesehen werden. 

Den bisher in der Literatur mitgeteilten Untersuchungen 
iiber den Fettgehalt des normalen Erwachsenenharns und des 
Chylurieharns muB entgegengehalten werden, da der end- 
giiltige Nachweis der wirklichen Fettnatur des gewonnenen 
Extraktes nicht gefithrt wurde. Weder wurde durch EKlementar- 
analyse der gewonnene Riickstand als reines Neutralfett 
charakterisiert, noch wurde der Beweis geliefert, daB die er- 
haltene Substanz stickstofifrei war. Es ist daher méglich, 
da8 alle bisherigen quantitativen Angaben iiber den 
Fettgehalt des normalen Harns sowie des Harns bei 
Chylurie zu hoch gegriffen sind. 





‘) Kakiuchi, Ein Beitrag zur Fettbestimmung im pathologischen 
Harne, Biochem. Zs. Bd. 32, S. 137 (1911). 
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Nach diesen Untersuchungen wurden nunmehr Versuche 
an Hunden begonnen in der Voraussetzung, dab auch dey } 
Harn von gesunden Hunden als fettfrei angesehen werden 
kénnte. Der Versuchsplan war dabei folgender: 3 


Durch Unterbindung des ductus thoracicus sollte bein | 
Hunde eine experimentelle Chylurie bzw. Lymphurie erzeugt, 
die dabei entstehenden Harnverainderungen verfolgt und _ be- 


sonders darauf geachtet werden, ob sich irgendwelche An- 
zeichen von Pyurie bemerkbar machen wiirden. ' 
Dieser Versuch nahm einen ebenso interessanten wie , 
iiberraschenden Verlauf. Wenige Tage nach der Operation . 
enthielt nimlich der getriibte Katheterharn des Hundes mikro- . 


skopisch reichlich Fetttrépfchen. Dies wurde als Folge der 
Unterbindung des ductus thoracicus angesehen. Nach ein paar 
weiteren Tagen fanden sich auBerdem im Harn massenhitt ; 
polynucleire Leukocyten, einige rote Blutkérperchen, Spuren § ° 
von Kiwei® und reichlich Colibazillen, also der typische Befund 


einer Pyurie! Die Erwartung, mit Hilfe einer experimentellen 
Chylurie eine Pyurie erzeugen zu kénnen, schien sich alsv 
erfillt zu haben. Jedoch brachte der Sektionsbefund eine 
Enttiiuschung. Denn es lieB sich kein sicherer Anhaltspunkt 
dafiir gewinnen, daB die Unterbindung des ductus thoracicus 
irgendeine wahrnehmbare Verinderung am Lymphgefafsystem 
verursacht hatte. Die Nieren waren normal, dagegen bestand 
eine starke Cystitis, der in der Blase noch vorhandene Harn 
war wiederum tribe, enthielt Fetttrépfchen, Leukocyten und § ‘ 
Colibazillen. ' 

Zur Klirung der Frage wurde dann ein zweiter Hund | 
zum Versuch eingestellt. In dem Harn dieses Hundes fanden 
sich aber schon vor der Operation bei jeder mikroskopischen 
Untersuchung mehr oder weniger reichlich Fetttrépfchen: 
Daraufhin wurden noch drei andere Hunde untersucht und 
bei zwei von ihnen ebenfalls Fetttrépfchen im Harn nach- 
gewiesen. Die Trépfechen waren stark lichtbrechend und | 
firbten sich mit Sudan und Osmiumsiure in typischer Weise. 
Sie waren von ganz verschiedener GréBe, die gréBten erreichten 
etwa den Durchmesser eines wei8en Blutkérperchen. 


rr 
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Fiir diese Beobachtung gab es keine andere Erklirung, 
als daB Hunde schon unter normalen Bedingungen Fett im 
Harn ausscheiden miiBten. Einige Tierexperimentatoren konnten 
mir dariiber keine Auskunft geben, dagegen fand ich in der 
tierirztlichen Literatur eine Reihe von Angaben iiber eine 
physiologische Ausscheidung von Fett im Hundeharn. Nur 
ein paar dieser Angaben seien mitgeteilt. Fréhner’) z. B. 
findet, daB Fetttropfen hiufig einen ganz normalen Bestandteil 
des Hundeharns bilden. Joest?) spricht sogar ‘ihnlich wie 
Pfeiffer’), Schachowa*) u. a. von einer Fettsekretion der 
Hundeniere. ‘T'atsichlich mu8 die erhebliche physiologische 
Verfettung der Hundeniere jedem Untersucher auffallen. Dab 
das im Harn ausgeschiedene Fett wirklich der Niere und nicht 
dem Blut entstammt, dafiir sprach u. a. auch die Beobachtung, 
daB einer meiner Versuchshunde noch nach 12tagigem Hungern 
ziemlich viel Fetttrépfchen im Harn ausschied, zu einer Zeit, 
als seine Blutfettwerte bereits auf 0,11 bzw. 0,08°/, herab- 
gesunken waren (normal 0,3—0,4°/,). 

Mit Riicksicht auf die physiologische Lipurie muBb der 
Ausfall des zuerst erwihnten Hundeexperiments vorliiufig sehr 
vorsichtig gedeutet werden. Die Fettausscheidung im Harn 
hatte vielleicht schon vor der Unterbindung des ductus 
thoracicus bestanden, die Cystitis als Ursache der Pyurie war 
vielleicht durch das zweimalige Katheterisieren erzeugt worden. 
Das Fehlen von Lymphstauungen bei der Sektion braucht 
allerdings nicht fir erfolglose Unterbindung des ductus thora- 
cicus zu sprechen; denn auch bei der europaischen Chylurie 
fanden sich meist keine Veriinderungen am LymphgefaBsystem. 

Zur Klarung der Frage, ob wirklich zwischen der Unter- 
bindung des ductus thoracicus und der beobachteten Pyurie 


0 


1) Friedberger u. Fréhner, Klin. Unters. Methoden f. Tieriirzte 
S. 374 ff. 

*) Jost, Spez. pathol. Anatomie der Haustiere, I. Bd., 1921. 

) Pfeiffer, Uber den Fettgehalt der Niere. Aus dem Patholog. 
Inst. der Tierarztl. Hochsch. Berlin. Inaug.-Diss, 1911. 

*) Schachowa, Untersuchungen iiber die Niere. Inaug.- Diss. 
Bern 1876. 
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ein Zusammenhang bestand, sollen nunmehr weitere Versuche 
an Hunden unter Beriicksichtigung der physiologischen Lipurie 
und unter Vermeidung des Katheterisierens ausgefiihrt werden. 

AuBer fiir unser Thema verdient vielleicht auch sonst dic 
Tatsache Beachtung, daB beim Hunde eine Fettausscheidung 
im Harn unter normalen Bedingungen vorkommen kann. Denn 
der Hund wird immer mehr das beliebteste Versuchstier, und 
gerade in der letzten Zeit sind am Hunde Beobachtungen ge- 
macht worden, die auch fiir die menschliche Pathologie von 
Belang sein kénnen. 

Ks sei in diesem Zusammenhang erinnert an die Studien 
von Shimizu?) tiber die C-Ausscheidung durch den Harn in 
der Norm, bei der Avitaminose, der Unterernihrung und dem 
Hunger. Diese Untersuchungen wurden an Hunden ausgefiilirt 
und ergaben, daB durch die Avitaminose bei ungestérter 
Resorption einer calorisch suffizienten Nahrung eine fort- 
schreitende Steigerung des Gehalts an sogenanntem dysoxy- 
dablem Kohlenstoff im Harn verursacht wird. Wodurch dies 
zustande kommt, ist bisher unbekannt. Es wire denkbar, dat 
die Beriicksichtigung der Lipurie zur Klarung der Frage etwas 
beitragen kénnte. Natiirlich werden erst quantitative Unter- 
suchungen der im Hundeharn ausgeschiedenen Fettmengen ein 
endgiiltiges Urteil dariiber zulassen, ob es sich dabei wn 
Mengen handelt, die bei C-Analysen des Harns Beriicksichtigung 
verdienen. 

Ks sei ferner erinnert an die aus jiingster Zeit vorliegenden 
Untersuchungen von Munk?) und Mitarbeitern iiber die experi- 
mentelle EKrzeugung der Lipoidnephrose. Durch Hinspritzung 
einer entsprechend vorbereiteten Mischung von Hundeserun 
und Ringerlésung wurde bei einem Hunde ein Zustand hervor- 
gerufen, den Munk bis auf das fehlende Odem mit einer 
experimentellen lLipoidnephrose vergleicht. Im Harn des 
Hundes fanden sich auBer geringen EiweiBmengen und reichlich 


') Shimizu, Biochem. Zs. Bd. 153, 8. 424 (1924). 
*) Munk, Benatt u. Flockenhaus, Albuminvrie und Lipoid 
nephrose, Kl. Woch. 4. Jhrg., Nr. 18, S. 863 (1925). 
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Nierenepithelien zahlreiche gewohnliche Fetttrépfchen sowie ver- 
einzelte doppeltbrechende Lipoide. 

Die Fetttrépfchen im Hundeharn diirfen nach meinen 
obigen Ausfiihrungen nicht als krankhaft angesehen werden, 
auch doppeltbrechende Substanzen habe ich gelegentlich schon 
im normalen Hundeharn gesehen, sie lagen dann in der Regel 
in Zellen eingeschlossen. 

Vielleicht kann also die Beriicksichtigung der physio- 
logischen Lipurie bei Hunden auch fiir die Frage der Lipoid- 
nephrose Bedeutung gewinnen. 

Nach alledem haben sich die Vorstudien iiber den Fett- 
gehalt des normalen Harns als notwendig erwiesen, um Grund- 
lagen fiir die weiteren Untersuchungen iiber Beziehungen von 
Pyurie und Lymphurie (Chylurie) zu gewinnen, soweit dabei die 
Fettausscheidung im Harn eine Rolle spielt. 

Uber das Ergebnis dieser weiteren Untersuchungen sowie 
iiber den Verlauf der Hundeexperimente soll demniichst be- 
richtet werden. 

Kurz zusammengefaBt, hatten die vorliegenden Unter- 
suchungen das Ergebnis, daB der Harn von gesunden Kindern 
im Gegensatz zum Harn von Erwachsenen vollig fettfrei ist, 
dab dagegen bei Hunden schon unter physiologischen Be- 
dingungen eine deutlich nachweisbare Fettausscheidung im 
Harn bestehen kann. 

Am SchluB sei es mir gestattet, Herrn Prof. Steudel 
fiir die Leitung meiner chemischen Untersuchungen ergebenst 
zu danken. 








Stickstoffgleichgewicht in der Hefenzelle und Erhéhung 
der Saccharasewirkung. 


Von 


Hans y. Euler, Karl Josephson und Hermann Fink. 


(Aus dem biochemischen Laboratorium der Universitiit Stockholm.) 


(Der Redaktion zugegangen am %. Marz 1926 ) 


Die systematischen Versuche iiber die starke Erhéhung 
ler Saccharasewirkung bei Vorbehandlung lebender Hefen- 
zellen mit giirenden Zuckerarten, welche in diesem Labora- 
torium?), ferner von Meisenheimer, Gambarjan und 
Semper’) und neuerdings von Willstitter, Lowry jr. und 
Schneider’) angestellt worden sind, haben das Wesen dieses 
interessanten Effektes noch ganz im unklaren gelassen. 

Aus den Versuchen von Euler, D. Johansson und 
Svanberg ging hervor, daB im Verlauf der Vorbehandlung, 
welche die Saccharasewirkung um das Vielfache steigert, die 
Girfahigkeit der Hefe nicht erhéht wird, und Willstatter 
kommt in Bestiitigung dieses Resultates zu dem weiteren kr- 
gebnis, daB auch die tibrigen Hefenenzyme nicht angereicher' 
werden. ,,Da bei geringer Zuckerzufuhr mehr Invertin neu- 


') Euler u. B. af Ugglas, Diese Zs. Bd. 70, 8. 279 (1910). — Euler 
u. D. Johansson, Diese Zs. Bd. 76, 8. 388 (1912); Bd. 78, S. 246 (1912): 
Bd. 84, 8. 97 (1913). — Zusammenfassung bei Euler, Biochem. Zs. Bd. 85. 





S. 406 (1917) und Euler u. Svanberg, Diese Zs. Bd. 106, S. 201 (191%). 
*) Meisenheimer, Gambarjan u. Semper, Biochem. Zs. Bd. 54, 
S. 122 (1913) und Bd. 67, S. 364 (1914). 
*) Willstitter, Lowry u. Schneider, Diese Zs. Bd. 146, 8. 158 
(1925). 
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SchluB, die Steigerung der Saccharasewirkur 


} 


behandlunge sei durch eine Neubilduneg 
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!) Euler u. Josephson, Diese Zs. Ba 
Sg r . . 
*) Vgl. Euler, Josephson u. Sédderlin 


S. 1 (1924). 
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die Proportionierung zwischen Enzymmenge und Enzymwirkung 
eine Hypothese enthilt, welche, sofern es sich um lebendes 
Material handelt, nicht ganz so wahrscheinlich ist wie fiir 
Enzympriparate. 

Handelt es sich aber nun wirklich um die Neubildung 
von Enzymsubstanz, so wird man — zumal bei dem nicht 
unbetrichtlichen Stickstoffgehalt, den man in gereinigten 
Saccharasepriparaten gefunden hat — vermuten diirfen, daf 
die Saccharasebildung von einem Umsatz_ stickstoffhaltiger 
Substanz in der Zelle begleitet ist. 

Da zwei Untersuchungen, mit denen wir in diesem 
Laboratorium beschiftigt sind, sich in diesem Punkte be- 
riihren, so wurde untersucht, ob mit der zur Saccharase- 
anreicherung fiihrenden Vorbehandlung Anderungen des Stick- 
stoffgleichgewichtes der Hefe verkniipft sind. Die Frage hat 
uns um so mehr interessiert, als Hefen durch gewisse Vor- 
behandlungen in Zuckerlésung zu einer kriftigen Vermehrung 
des Porphyrin-Ringsystems veranlaBt werden (Hans Fischer 
und Hermann Fink!) und die Vermutung bereits geiufer' 
worden ist, daB die Anreicherung an Saccharase und an Por- 
phyrin parallel gehen oder wenigstens miteinander zusammen- 
hingen (a. a. O. S. 105). 

Was letztere Frage betrifit, so kann gleich mitgeteilt werden, 
daB mit Miinchener Léwenbriiuhefe — wir verdanken sie wieder 
der Freundlichkeit von Herrn Geheimrat Hans Fischer — 
bei einer Anreicherung an Saccharase um den rund 5dfachen 
Betrag die Porphyrinbildung nur relativ schwach war. Es 
hiingt dies vermutlich damit zusammen, daB wir die Saccharase- 
anreicherung in Lésungen vornehmen, welche viel mehr Hefe 
im Verhiltnis zum Zucker enthalten, als dies den Vorschrifte1 
von H. Fischer und Fink entspricht. 

Die Anderungen im Stickstoffgehalt gehen im iibrigen aus 
folgenden Zahlen hervor. Dieselben sind gewonnen an 5 ¢ 
Hefe, welche in 100 ccm Lésung suspendiert waren und sind 
auf 10 g Hefe (mittlerer Wassergehalt 24°/,) berechnet. 


1) Hans Fischer u. Herm. Fink, Diese Zs. Bd. 144, S. 101 (1925). 
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Enthalt Hefe Blutfarbstoff ? 
Kurze Mitteilung. 


Von 
0. Schumm. 


(Aus dem Physiologisch-Chemischen Institut der Hamburgischen Universtiat, 
Allgemeines Krankenhaus Eppendorf.) 


(Der Redaktion zugegangen am 4. Mirz 1926.) 
ges 


Hans Fischer und J. Hilger haben bekanntlich a: 
Brauereihefe Beobachtungen gemacht, die sie zu der An- 
nahme fiihrten, daB Hefe wahrscheinlich Blutfarbstoff enthalte. 
Spiter haben H. Fischer und H. Fink den in obigem Sinne 
nach H. Fischers Ansicht!) wichtigsten Befund, den Gehalt 
an einem spektroskopisch mit Kammerers Porphyrin iiberein- 
stimmenden Farbstoff, auf eime Verunreinigung der von ihnen 
untersuchten Hefe mit Fliegen bezogen und damit die friihere 
Annahme entkriftet. Aufrecht erhalten wurde der Befund von 
Koproporphyrin. 

Nachdem die grundlegenden Untersuchungen Keilins 
iiber das Cytochrom und ungefaihr gleichzeitig Verfassers 
Untersuchungen iiber den Muskelfarbstoff ausgefiihrt worden 
waren, ferner durch Ansons und Mirskys sowie Verfassers 
Untersuchungen iiber den fraglichen Hefebestandteil sichere 
Unterlagen fiir seine Bewertung geschaffen worden waren, hat 


') H. Fischer, Bemerkungen zur III. Mitteilung iiber Kopropor- 
phyrinsynthese durch Hefe und ihre Beeinflussung, Diese Zs, Bd. 152, 
S. 144 (1926). 
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H. Fischer seine spitere Ansicht wieder aufgegeben und 
schreibt jetzt erneut') von dem Blutfarbstott der Hefe. 

Demgegeniiber muB8 auf das Bestimmteste erklirt werden, 
daB bis jetzt von keinem beteiligten Forscher Blutfarbstoff in 
der Hefe gefunden ist. Der fragliche Farbstoff der Hefe wird 
von Keilin mit Mac Munns Muskelfarbstoff Myohaimatin 
identifiziert. DaB Hefe ein mit dem Myohiimatin ganz oder 
nahe iibereinstimmendes Spektrum gibt, ist von mir in sehr vielen 
Versuchen bestitigt worden. Die nach Hoppe-Seyler fiir 
den Blutfarbstoff in seinen verschiedenen Formen (Himo- 
globin, Oxyhaimoglobin, Methimoglobin) bezeichnenden Spektra 
haben bislang von keinem Untersucher an Hefe oder Hefe- 
ausziigen erhalten werden kénnen. Neuerdings habe ich 
Brennereihefe unter Benutzung einer Bogenlampe und eines 
Kondensors in dickeren Schichten spektroskopisch untersucht 
und auch dabei keine Andeutung eines Blutfarbstoff-Spektrums 
sehen kénnen, sondern deutlich ausgeprigt das von jenen 
durchaus verschiedene Cytechrom-Spektrum. Das Cyto- 
chrom ist aber bestimmt der Porphyrintrager. DaB das Cyto- 
chrom im ganzen eine sehr dhnliche Zusammensetzung hat 
wie Blutfarbstoff ist wohl méglich; die experimentell-chemische 
Entscheidung steht aber noch aus. Unter diesen Umstinden 
kann Cytochrom natiirlich nicht als Blutfarbstoff bezeichnet 
werden. Die Miglichkeit, dai neben Cytochrom in ganz 
untergeordneter Menge auch Blutfarbstoff vorhanden ist, l4Bt 
sich freilich nicht sicher ausschlieBen, da Blutfarbstoff inner- 
halb der stark reduzierenden Hefezellen wahrscheinlich in 
seiner sauerstofifreien Form vorhanden sein wiirde, die bekannt- 
lich bei sehr kleinen Mengen spektroskopisch nicht wahr- 
nehmbar ist. Zurzeit fehlt aber jeder Anhaltspunkt fiir die 
Annahme, daB Hefe Blutfarbstoff enthialt. 

Fiir die chemische Beurteilung des Cytochroms ist man 
bislang hauptsichlich auf folgende Feststellungen angewiesen: 
1. Es kann als Sauerstoffiibertriger wirken (Keilin). 

2. Es gibt ein sehr bezeichnendes Spektrum, etwa wie 


1) A.a. QO. S. 144. 
Hoppe-Seyler’s Zeitschrift f. physiol. Chemie. CLIV. 21 
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Myohamatin (Keilin), das von Blutfarbstoff nicht hat erhalten 
werden kénnen. 

3. Ein Anteil des Cytochroms, der sich aus Brennerei- 
hefe z. B. durch verdiinnte Kalilauge ausziehen laBt?), gibt die 
Spektralreaktion mit Cyannatrium und Hydrazinhydrat wie 
Myochromogen, also verschieden von Blutfarbstoff (Verf.). 

4. Es liefert bei der Spaltung mit Hisessig eine Komplex- 
verbindung eines Porphyrins, die 

a) in der bislang vorliegenden, noch rohen Form Kisen 
enthalt (Verf.), 

b) in Eisessig gelést das Spektrum des e-Hamatius 
gibt (Verf.), 

c) auch nach dem Erhitzen auf ungefahr 100° die ,,Per- 
oxydase“-Reaktion des Haimatins gibt (Verf.), 

d) bei der Behandlung mit Eisessig—Hydrazinhydrat- 
gemisch ein Porphyrin liefert, das in allen bislang gepriiften 
Kigenschaften volle Ubereinstimmung mit der Himaterinsiiure, 
dem primiiren Porphyrin des Blutfarbstoffs, ergeben hat (Ver‘.).” 

Wenngleich dieses nach der Eisessigmethode gewonnene 
Porphyratin nach obigem dem a-Himatin aus Blutfarbstoff 
mindestens sehr nahe steht, so ist doch tiber den oder die 


') Hefe, mit einem Gemisch aus 1 Vol. 15°/,iger Kalilauge und 
9 Vol. Glycerin gemischt und filtriert, gibt eine Lésung, die das Myo- 
chromogenspektrum zeigt. Setzt man ihr unter dauernder Beobachtung 
mit dem Gitterspektrometer eine kleine passende Menge wiibrig-alka- 
lischer a-Himatinlésung hinzu und danach Hydrazinhydrat, so sieht 
man, daB neben dem schmalen, auf etwa 549 (—550) liegenden Streifen | 
des Myochromogens der Streifen I des Himochromogens auf ungefalr 
555 auftritt, der, sofern das Himochromogen iiberwiegt, den Myoehro- 
mogenstreifen iiberdeckt. Bei richtig bemessenem Hamatinzusatz zeigt 
sich ein durch eine sehr feine Aufhellung nur eben getrennter Doppel- 
streifen, dessen 2 Maxima durch die beiden nebeneinander bestehenden 
und deshalb nicht identischen Farbstofte Himochromogen und Myo- 
chromogen bedingt sind. In entsprechender Weise ist von mir kiirzlicli 
auch die Verschiedenheit von Himochromogen gegeniiber dem Myo- 
chromogen aus dem Myohimatin des Muskels von Siiugern erwiesen 
worden. 

2) Wegen der Belege sei auf folgende ausfihrliche Abhandlung 
verwiesen. 
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Restkérper, mit denen es urspriinglich im Cytochrom vereint 
war, kaum etwas bekannt. 

Die Tatsache, daB H. Fischer hinsichtlich der wichtigsten 
Frage — ob das Porphyratin ein physiologischer Hefebestandteil 
ist — bei seinen Untersuchungen zu einem falschen Ergebnis 
gekommen war, lehrt, daB man bei priparativen Arbeiten auf 
diesem Gebiete ohne die fortlaufende spektroskopische Uber- 
wachung des ganzen Untersuchungsganges nicht auskommen kann. 
Unter Befolgung dieses Grundsatzes fand ich schon in meinen 
ersten Hefeversuchen, daB die von H. Fischer benutze HKisessig— 
Athermethode bei Hefe leicht versagt. Ich habe deswegen 
schon bei meiner ersten gréBeren Untersuchung iiber das aus 
Cytockrom abspaltbare Porphyratin fast ausschlieSlich mit der 
Kisessig—Chloroformmethode gearbeitet. Da es aber auch bei 
diesem Verfahren sehr auf die Einzelheiten und. Schnelligkeit 
der Ausfiihrung ankommt, muS durch fortlaufende spektrosko- 
pische Kontrolle auf etwa eintretende gréBere Verluste an 
Porphyratin gefahndet werden. Der dadurch bedingte Mehr- 
aufwand an Arbeit lohnt sich durch zuverlissigere Unter- 
suchungsergebnisse. 








Bemerkungen zur Literatur tiber Co-Zymase. 
Von 
Ragnar Nilsson und Karl Myrbiick. 


Aus dem biochemischen Laboratoriam der Universitit Stockholm. 


(Der Redaktion zugegangen am 24. Marz 1926.) 


Zu der im Februarheft dieser Zeitschrift (Bd. 152, S. 146) erschie- 
nenen Mitteilung ,,Zur Frage der Zymasebildung und der Co-Enzym- 
wirkung“ sind einige erganzende und berichtigende Bemerkungen er- 
forderlich. 

A. Lebedew erinnert an seine friihere Arbeit aus dem Jahr 1911 
Lua zymase est-elle une diastase“ und schreibt: ,Ich kam damals zum 
SchluB, daB die Menge des vergorenen Zuckers, wenn dieser sich in 
geniigender Konzentration befindet (nicht weniger als 20°/, fiir einen 
sehr aktiven Saft) beinahe proportional der Menge des Co-Enzyms ist, 
daB also das Co-Enzym ein stéchiometrisch wirkender spezifischer Akti- 
vator ist. Fast zu demselben Ergebnis kommen in ihrer letzten Arbeit 
auch Euler und Nilsson, denen wahrscheinlich meine Arbeit ent- 
gangen ist.“ 

Zu letzterem Satz ist zuniichst zu bemerken, daf die von Lebedew 
zitierte Arbeit ,,Co-Zymase VII“, wie schon der Titel besagt, die siebente 
Mitteilung des hiesigen Institutes tiber diesen Gegenstand ist.') In einer 
der vorausgehenden Arbeiten (Nr. ITI) haben Euler und Myrbick sich 
dahin ausgesprochen, daB die Zymase und die Co-Zymase eine disso- 
ziierende Verbindung bilden, welche (eventuell unter Mitwirkung anderer 
Komponenten, z. B. Phosphat) das aktive Enzym ausmacht. ... Durch 
Zusatz der einen Komponente im Uberschu8 wird die Dissoziation zuriick- 
gedriingt und die aktive Enzymmenge gesteigert.“ 

Auf die Proportionalitiit zwischen der Konzentration der Co-Zymase 
und der Giirungsgeschwindigkeit haben Euler und Myrback die 
quantitative Bestimmung der Co-Zymase gegriindet, und zwar unter Ver- 
wendung der Reaktionsgeschwindigkeit dx/dt, nicht der Totalgiirung. 
die dazu absolut unbrauchbar ist. Zunichst wird man die Giiltigkeit 
einer Proportionalitit in Frage stellen kénnen, welche erst bei Glucose- 
Konzentrationen iiber 20°/) anfingt, aber selbst mit dieser Einschrinkung 
kénnen wir nach wiederholtem Lesen der Lebedewschen Arbeit unserer- 


1) Euler und Nilsson, Diese Zs. Bd. 148 8. 23 (1925). 
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seits nicht sehen, dab Lebedew fiir die in Rede stehende Proportio- 
litiit einen Beweis erbracht hat. 

Macerationssaft hat wohl von vornherein Co-Zymase enthalten, und 
diirfte sich zur Feststellung einer Proportionalitiét Co-Zymase: Reaktions- 
geschwindigkeit nicht eignen. 

Wie schon Harden und Young’), die Entdecker der Co-Zymase, 
und viele Autoren nach ihnen hervorgehoben haben, hiingt die aus einem 
Gemisch Zymase-Co-Zymase gewinnbare Menge CO, in hichstem Grade 
von der Stabilitiit des Enzyms bzw. Co-Enzyms ab. 

In so konzentrierten Zuckerlésungen wie 20°/,igen, wo die Girung 
tagelang dauert, hingt die CO,-Entwicklung von der Zerstérung der 
Co-Zymase ab. Die Giirung kommt zum Stillstand, nicht wenn der 
Zucker vergoren ist, sondern wenn die Co-Zymase oder die Zymase zer- 
stért ist. Die Menge der Co-Zymase kann durch Messung von dix/dt 
(t= 0) bestimmt werden. Die Feststellung dab ,,la quantité du sucre 
fermenté est a peu pres proportionelle a la quantité de co-enzyme si 
celui-la ce trouve dans une concentration convenable, ¢c’est-a-dire d’au 
moins 20 p. 100 (pour les sues tres actives) zeigt nur, dab die Zeit, 
wo noch unzerstérte Co-Zymase vorhanden ist, etwa proportional der 
urspriinglichen Menge Co-Zymase ist. 

Auf Lebedews Annahme einer Pro-Zymase und seine daraus 
gezogenen Schliisse ist keine Veranlassung einzugehen. 

Im Anschlu8 an unsere Behauptung, dab auch Oberhefen einen an 
Co-Zymase reichen Kochsaft liefern, ist vielleicht erwaihnenswert, daB 
bis jetzt die meisten Versuche zur Reinigung der Co-Zymase?) mit 
Priiparaten aus einer Oberhefe gemacht sind. Der Befund von Lebedew’), 
daB ein ,,.Kochsaft* aus Pariser Oberhefe keine Co-Zymase einhiilt, er- 
klirt sich lediglich durch den Umstand, daB sein ,,Kochsaft“ nicht ein 
Kochsaft in der von uns gebrauchten Bedeutung der Wortes war, also 
nicht das Filtrat einer bis 80° erhitzten Hefensuspension. Vielmehr ist 
Lebedews Kochsaft ein bei etwa 25°—35° dargestellter Wasserextrakt 
aus Pariser Oberhefe, welcher spiiter nach Entfernung der Hefe selbst 
gekocht worden ist. 

Auf den Umstand, da8 aus Trockenoberhefen durch Waschen mit 
Wasser bei Zimmertemperatur die Co-Zymase (wenigstens bei allen von 
uns angestellten Versuchen, die auch von Neuberg bestitigt werden) 
nicht entfernt werden kann, ist schon mehrmals hingewiesen worden, 
und diese Tatsache steht mit Lebedews Versuch in vélligem Einklang. 





') Harden u. Young, Proc. Roy. Soc. Bd. 78, S. 369 (1906). 

* Euler u. Myrbick, Diese Zs. Bd. 131, S. 179 (1923). — Bd. 133, 
S. 260 (1928). — Bd. 136, S. 107 (1924). — Bd. 138, S.1 (1924). — 
Bd. 139, S.15 u. S. 281 (1924). 

3) Lebedew, Ann. Inst. Pasteur Bd. 26, S. 28 (1912). 
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bic. 3 Protohimin mit Ie’: dargestelit lig. 4 Protuhimin mit Ie': dargestelit 











big. 0. Mesoporphyrin aus Himin mit Ameisensiure und Pd 


Hoppe-Seyler’s Zeitschrift fiir physiologische Chemie. Band CLIV. Tafel I. 
Zu ,,Fischer und Piitzer, Zur Kenntnis der natiirlichen Porphyrine. 
XIX. Mitteilung. Uberfithrung von Hiimin in Protoporphyrin und eine neve 
Darstellung des Mesoporphyrins.“ 


Verlag von Walter de Gruyter & Co., Berlin. 
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Fiir die hdufiger zitierten Zeitschriften werden folgende 
Abkiirzungen empfohlen: 


Liebig, Ann. der Chem. 
Pfliigers Arch. 


Arch, (Anat. u.) Physiol. 


Arch. fiir exper. Pathol. 


Chem. Ber. 
Biochem. Zbl. 


Biochem. Jl. 
Biochem. Zs. 


Bull. Soc. chim, France. 


Chem. Zbl. 
C. R. 


Jl. of Biol. Chem. 
J. of Physiol. 
Jl. fiir prakt. Chem. 


Landw. Versuchsstation. 


Mon.-H. fiir Chemie. 
Zs. physikal. Chem. 


== (Liebigs) Annalen der Chemie, 

= Archiv fir die gesamte Physiologie. 

== Archiv fiir Physiologie (Archiv fir Ana- 
tomie und Physiologie, Physiologische 
Abteilung). 

= Archiv fiir experimentelle Pathologie und 
Pharmakologie. 

== Berichte der Deutschen Chemischen Ge- 
sellschaft. 

= Zentralblatt fiir Biochemie und Bio- 
physik. 

== The Biochemical Journal. 

== Biochemische Zeitschrift. 

= Bulletin de la Société chimique de France. 

== Chemisches Zentralblatt. 

==Comptes rendus de 1l’Académie des 
Sciences. 

= The journal of biological chemistry. 

== The journal of Physiology. 

== Journal fiir praktische Chemie. 

== Landwirtschaftliche Versuchsstationen. 

== Monatsheft fiir Chemie. 

= Zeitschrift fiir physikalische Chemie. 


Quarterly Jl. Experim. Physiol. = Quarterly Journal of experimental phy- 


Skand. Arch. Physiol. 
Zs. Biol. 


siology. 
= Skandinavisches Archiv fiir Physiologie. 
== Zeitschrift fiir Biologie. 
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Max Rubner 


Professor der Physiologie an der Universitit Berlin 


Mit 40 Figuren im Text 
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Kiirschners 
Deutscher Gelehrtenkalender 
auf das Jahr 1926 


Unter redaktioneller Leitung von Dr. Hans Jaeger 
herausgegeben von Dr. Gerhard Liidtke 


Zweiter dJahrgang 


Mit dem Bildnis von Professor Dr. Georg Dehio 
Oktav. 87 Bogen. 1926. In Leinen geb. M. 40.— 


Der Schwesterband des Literatur-Kalenders hat in diesem Jahre bedeutende Erweiterungen 
erfahren. Die Zahl der hier aufgefiihrten Gelehrten ist auf iiber 12000 gegeniiber 6000 im 
vorigen Jahre angewachsen. Die Darstellung des Schriftwerkrechts wurde durch neue 
Kapitel wesentlich erweitert, die Listen der Verleger und der wissenschaftlichen Zeit- 
schriften wurden stark erganzt und die bibliographischen Angaben auf den neuesten Stand 
gebracht. Dabei sind auch die wichtigsten Zeitschriftenaufsatze mit genauer Quellen- 
angabe beriicksichtigt worden, so da das Buch nicht nur ein anschauliches Bild von 
der Arbeit jedes deutschen Gelehrten gibt, sondern auch ein bibliographisches Nach- 
schlagewerk von hohem wissenschaftlichen Wert darstellt. Besondere Beachtung verdient 
schlieBlich das ganz neu geschaffene Register nach 80 Fachgebieten, das fiir jeden Zweig 
der Wissenschaft eine Ubersicht iiber die im Kalender vertretenen Gelehrten mit ihren 
Wohnorten ermdglicht. 





Minerva . 
Jahrbuch der gelehrten Welt 


Unter redaktioneller Leitung von Dr. Fritz Epstein 
herausgegeben von Dr. Gerhard Liidtke 


Achtundzwanzigster Jdahrgang, 1926 
Oktav. Drei Bande. Etwa 180 Bogen. In Leinen geb. Rm. 80.— 


Der neue dJahrgang der ,,Minerva“, der in drei Banden ausgegeben wird, weist in pian- 
maBigem Aufbau auf der Grundlage des 27. Jahrgangs wiederum wesentliche Erweite- 
rungen und zahlreiche Verbesserungen auf. Durch systematische Gliederung und durch 
Zusammenfassungen ist die Ubersichtlichkeit erhéht und das stark angewachsene Material 
der Benutzung leicht zuginglich gemaciit worden. Eine weitere Erleichterung beim Nach- 
schlagen gewdhren alphabetische Schlagwortverzeichnisse am Schlusse der Artikel iiber 
Hauptzentren des wissenschaftlichen Lebens (Berlin, London, Paris usw.), die ein rasches 
Auffinden jedes einzelnen Institutes innerhalb dieser Artikel ermdglichen. An inhalt- 
lichen Erweiterungen sind vor allem zu nennen die Mitgliederlisten der Akademien, das 
Verzeichnis der an deutschen Hochschulen erteilten besonderen Lehrauftrage, ferner die 
Aufnahme vieler neuer wissenschaftlicher Kommissionen mit Angabe inrer Zusammen 
setzungen sowie in unbegrenzter Auswah! Bibliotheken und Einrichtungen, die der hdheren 
Volksbildung und Volkskultur dienen. Die Technik hat gegen die iriiheren Jahrginge 

ine stirkere Beriicksichtigung gefunden. Bei den Observatorien ist die Angabe der 
Koordinaten und der Meereshéhe wieder eingefiihrt. Neben wesentlichen Erweiterungen 
der Artikel fiber Europa ist es méglich gewesen, die Angaben iiber Siidamerika sowik 

ber den fernen Osten (China, Japan) ganz wesentlich zu vervollstandigen und zu ergainzen 


Metzger & Wittig, | 
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